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Abstract: NF-kappaB spielt als induzierbarer Transkriptionsfaktor bei Entzündung, Krebs und anderen
Krankheiten eine zentrale Rolle. Obwohl NF-kappaB einer der am besten untersuchten Transkriptions-
faktoren ist, ist wenig darüber bekannt, wie NF-kappaB durch Bindung an seine Promotorsequenz die
Transkription der entsprechenden Gene stimuliert. Um diese Vorgänge genauer zu erforschen, wurde
in dieser Dissertation ein Versuchsystem auf der Basis eines Oligo-Pulldown Assays etabliert, um NF-
kappaB-abhängige Enhanceosomen mittels DNS-Sonden aus nukleären Zellextrakten zu isolieren. Zuerst
wurde NF-kappaB mit einer synthetischen NF-kappaB- Konsensussequenz aus HeLa Zellen isoliert und
die Spezifität der NF-kappaB-Bindung an die DNS- Sonde nachgewiesen. Für den Einsatz von natür-
lich vorkommenden Promotorsequenzen als DNS- Sonden (TLR-2-Promotor der Maus und HIV-LTR)
mussten die Versuchsbedingungen weiter optimiert werden. Der Einsatz von gezielt mutierten Promo-
torsequenzen ermöglichte zudem den Nachweis von Proteinen, welche eine Sequenz-spezifische Bindung
zeigten. Zwei dieser Proteine wurden mittels Massenspektrometrie identifiziert: Die Proteine KIAA1455
und Splicing factor proline/glutamine rich (polypyrimidine tract binding protein associated) wurden mit
der HIV- LTR- Sequenz aus Jurkat bzw. THP-1 Zellen isoliert. Zusätzlich wurde demonstriert, dass sich
der Oligo- Pulldown Assay auch zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen am Promotor eines
Gens eignete. Mit einem modifizierten Oligo-Pulldown Assay konnte gezeigt werden, dass IkappaBalpha
zwar die Bindung von NF-kappaB an dessen Bindungssequenz verhinderte, nicht aber die Dissoziation
von gebundenem NF-kappaB von der DNS bewirkte. NF-kappaB is a highly inducible transcription fac-
tor that plays an important role in inflammation, carcinogenesis and many other diseases. NF-kappaB
is one of the most studied transcription factors. But there is still little known about the mechanisms
which enable NF-kappaB to stimulate gene transcription after binding to the corresponding promoter
sequence. To study these processes in detail, a new experimental system that based on an oligo-pulldown
assay and allowed the isolation of NF-kappaB-dependent enhanceosomes from nuclear cell extracts with
DNA probes was set up in this thesis project. First, NF-kappaB was isolated from HeLa cells with a
synthetic NF-kappaB consensus sequence and the specificity of NF-kappaB binding to the DNA probe
was confirmed. To be able to use naturally occurring promoter sequences as DNA probes (murine TLR-2
promoter and HIV-LTR) the experimental conditions of the assay had to be further optimised. Addition-
ally, the use of specifically mutated promoter sequences allowed the detection of proteins that displayed
sequence- specific binding characteristics. Two of these proteins were identified by mass spectrometry:
The proteins KIAA1455 and Splicing factor proline/glutamine rich (polypyrimidine tract binding pro-
tein associated) were isolated with the HIV-LTR sequence from Jurkat and THP-1 cells, respectively.
Additionally, it was demonstrated that the oligo- pulldown assay could also be adapted for the study of
protein-protein interactions at the site of the promoter of a specific gene. In a modified oligo- pulldown
assay it was shown that IkappaBalpha prevented the binding of NF-kappaB to the corresponding binding
site, but was not able to dissociate bound NF-kappaB from the DNA template.
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Der Nukleäre Faktor kappa B (NF-κB) ist ein induzierbarer Transkriptionsfaktor, der bei
Entzündungen, Krebs und zahlreichen anderen Krankheiten eine zentrale Rolle spielt. NF-κB
ist einer der am besten untersuchten Transkriptionsfaktoren. Trotzdem ist wenig über die
Mechanismen bekannt, wie NF-κB durch Bindung an seine Promotorsequenz die Transkrip-
tion der entsprechenden Gene stimuliert. Um diese Vorgänge genauer zu untersuchen,
wurde in der vorliegenden Arbeit ein Versuchsystem auf der Basis eines Oligo-Pulldown
Assays etabliert, mit welchem NF-κB-abhängige Enhanceosomen isoliert werden konnten.
Dazu wurden Zelllinien ausgewählt, in denen durch geeignete Stimuli die Aktivität von NF-κB
induziert werden konnte. Die THP-1 und die Jurkat Zelllinie erwiesen sich im Gegensatz zur
HeLa Zelllinie als ausgezeichnet stimulierbar. Die Hodgkin Zelllinie musste nicht stimuliert
werden, da in diesen Zellen NF-κB konstitutiv aktiv ist.
In einem Oligo-Pulldown Assay können mit Hilfe von DNS-Sonden, welche an Beads
(Kügelchen) gekoppelt werden, DNS-bindende Proteine effizient isoliert werden. Dieses
Versuchsystem wurde in mehreren Schritten für NF-κB-Promotorsequenzen als DNS-
Sonden optimiert. Zuerst wurde NF-κB mit einer synthetischen NF-κB-Konsensussequenz
aus nukleären Zellextrakten isoliert und die Spezifität der NF-κB-Bindung an die DNS-Sonde
überprüft. Für die Verwendung von natürlich vorkommenden Promotorsequenzen als DNS-
Sonden (Sequenzen aus dem murinen TLR-2-Promotor und dem long terminal repeat des
menschlichen Immundefizienz-Virus Typ 1 (HIV-LTR)) mussten die Versuchsbedingungen
weiter entwickelt werden. Schliesslich konnten mit dem optimierten Oligo-Pulldown Assay
Enhanceosomen aus nukleären Zellextrakten isoliert und mittels SDS-PAGE analysiert
werden. Der Einsatz von gezielt mutierten Promotorsequenzen als DNS-Sonden ermöglichte
zudem den Nachweis von Proteinen, welche eine Sequenz-spezifische Bindung zeigten.
Zwei dieser Proteine wurden mittels Massenspektrometrie identifiziert: Die Proteine
„KIAA1455“ und „Splicing factor proline/glutamine rich (polypyrimidine tract binding protein
associated)“ wurden mit der HIV-LTR-Promotorsequenz aus nukleären Zellextrakten von
Jurkat bzw. THP-1 Zellen isoliert. Die Bedeutung der identifizierten Proteine im
Zusammenhang mit NF-κB-abhängigen Enhanceosomen muss noch geklärt werden.
Zusätzlich wurde demonstriert, dass sich der Oligo-Pulldown Assay auch zur Untersuchung
von Protein-Protein-Interaktionen am Promotor eines Gens eignete. Mit einem modifizierten
Oligo-Pulldown Assay konnte nämlich gezeigt werden, dass IκBα zwar die Bindung von
NF-κB an dessen Bindungssequenz verhindern, nicht jedoch die Dissoziation von bereits
gebundenem NF-κB von der DNS bewirken kann.
41.2 English
Nuclear factor-kappa B (NF-κB) is a highly inducible transcription factor that plays an impor-
tant role in inflammation, carcinogenesis and many other diseases. NF-κB is one of the most
studied transcription factors. But there is still little known about the mechanisms which
enable NF-κB to stimulate gene transcription after binding to the corresponding promoter
sequence. To study these processes in detail, a new experimental system on the basis of an
oligo-pulldown assay was set up that allowed the isolation of NF-κB-dependent enhanceo-
somes. For that purpose, cell lines were selected in which NF-κB activity was inducible by
appropriate stimuli. An excellent stimulation of NF-κB activity was achieved in the THP-1 and
Jurkat cell line but not in the HeLa cell line. The Hodgkin cell line did not need to be stimula-
ted because in these cells NF-κB is constitutively active.
The oligo-pulldown assay is an effective method to isolate DNA-binding proteins with DNA
probes that are linked to beads. This experimental tool was optimised in several steps for the
use of NF-κB promoter sequences as DNA probes. First, NF-κB was isolated from nuclear
extracts with a synthetic NF-κB consensus sequence and the specificity of NF-κB binding to
the DNA probe was confirmed. To be able to use naturally occurring promoter sequences as
DNA probes (sequences of the murine TLR-2 promoter and the long terminal repeat of the
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-LTR)) the experimental conditions of the assay
had to be further developed.  With the optimised oligo-pulldown assay enhanceosomes were
isolated from nuclear cell extracts and analysed by SDS-PAGE. The use of specifically muta-
ted promoter sequences as DNA probes allowed the detection of proteins that displayed
sequence-specific binding characteristics. Two of these proteins were identified by mass
spectrometry: The proteins „KIAA1455“ and „Splicing factor proline/glutamine rich (polypyri-
midine tract binding protein associated)“ were isolated with the HIV-LTR promoter sequence
from nuclear extracts of Jurkat and THP-1 cells, respectively. The relevance of the identified
proteins in the context with NF-κB-dependent enhanceosomes remains to be investigated.
Additionally it was demonstrated that the oligo-pulldown assay could also be adapted for the
study of protein-protein interactions at the site of the promoter of a specific gene. In a modi-
fied oligo-pulldown assay it was shown that IκBα prevented the binding of NF-κB to the
corresponding binding site, but was not able to dissociate bound NF-κB from the DNA
template.
52 Einleitung
Die Desoxyribonukleinsäure (DNS) ist eine sehr komplexe Struktur, welche die Information
für alle zelleigenen Proteine enthält. Damit in der richtigen Zelle zur richtigen Zeit die gerade
benötigten Proteine synthetisiert werden, braucht es Moleküle, die deren Synthese regulie-
ren, sogenannte Transkriptionsfaktoren. Ein solches Regulatorprotein ist der Nukleäre Faktor
kappa B (NF-κB), welcher 1986 von Sen und Baltimore entdeckt wurde (1). Durch die
Bindung von NF-κB an spezifische DNS-Abschnitte werden bestimmte Gene aktiviert, was
wiederum zur Synthese der von den Genen kodierten Proteine führt. Bei den Transkripti-
onsfaktoren werden verschiedene Arten unterschieden: Einerseits die konstitutiven Faktoren,
die dauernd aktiv sind, und andererseits die induzierbaren Faktoren, welche wiederum in
zwei Gruppen unterteilt werden können. Die erste Gruppe umfasst Faktoren, die bei entspre-
chender Induktion neu synthetisiert werden. Zur zweiten Gruppe gehören Transkriptionsfak-
toren, die in einer inaktiven Form in der Zelle vorkommen und erst nach dem Einwirken eines
spezifischen Stimulus enzymatisch in die aktive Form umgewandelt werden. Die Aktivierung
dieser Proteine geschieht sehr schnell, da sie nicht zuerst synthetisiert werden müssen.
NF-κB ist ein Mitglied dieser Gruppe.
2.1 Die Familie der NF-κB/Rel- und IκB-Proteine
2.1.1 Die NF-κB/Rel-Proteine
NF-κB wurde zuerst in reifen B-Lymphozyten als ein nukleärer Faktor identifiziert, der an die
5‘-GGGACTTTCC-3‘ DNS-Sequenz in der Enhancer-Region eines Immunglobulin-Gens
(leichte Kette von Immunglobulin kappa) bindet (1). Er kommt in vielen Lebewesen von Dro-
sophila melanogaster (D. melanogaster) bis zum Menschen vor und spielt eine wichtige
Rolle bei verschiedenen Lebensprozessen wie Entzündung, Immunantwort, Zellwachstum,
Entwicklungsprozessen und Apoptose (programmierter Zelltod) (2). Dieser Transkriptions-
faktor kann einerseits dem Organismus helfen, mit schädlichen Umwelteinflüssen fertigzu-
werden. Andererseits ist er jedoch auch in Tumorzellen aktiv und ermöglicht deren schnelles
Wachstum (3). Ausserdem können gewisse Viren mit Hilfe von NF-κB die Expression ihrer
eigenen Gene aktivieren (4). Für viele Viren wurde zudem nachgewiesen, dass sie die
Regulationsmechanismen der NF-κB-Aktivität beeinflussen (5-7).
In seiner DNS bindenden Form bildet NF-κB immer Dimere aus zwei Proteinen der NF-κB/
Rel-Familie. In Säugetierzellen kommen folgende fünf Rel-Proteine vor: p50 (NF-κB1), p52
(NF-κB2), c-Rel, p65 (RelA) und RelB (8, 9) (Figur 1). Drei Rel-Proteine sind bei D. melano-
gaster bekannt: Dorsal, Drosophila Immunitätsfaktor (Dif) und Relish. Dorsal ist ein mütterli-








spielt eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr von Erregern, wie zum Beispiel Bakterien.
Auch Relish ist ein zentraler Faktor bei der Kontrolle der Immunabwehr, allerdings nur bei
der humoralen, nicht jedoch bei der zellulären (11).
In Säugetierzellen existieren viele verschiedene Homo- und Heterodimere der NF-κB/Rel-
Proteine. p65/p50 ist der am besten untersuchte Dimerkomplex und derjenige, der in den
meisten Zelltypen am häufigsten vorkommt (12). Sowohl für p50 als auch für p65 wurde
gezeigt, dass sie nicht nur als Hetero- sondern je auch als Homodimere an NF-κB-
Bindungssequenzen auf der DNS binden (13). Grundsätzlich sind viele Dimerkombinationen
denkbar. Ob alle möglichen Kombinationen natürlicherweise vorkommen, welche Funktionen
sie in welchen Zellen übernehmen und welche Bedeutung diese für den gesamten Organis-
mus haben, ist noch nicht restlos geklärt.
Figur 1 Die NF-κB/Rel-Familie
p65 (RelA) (551)N-Terminus RHD C-TerminusRHD
c-Rel (619) N- RHD -C
RelB (557) N- RHD -C
Dorsal (678) N- RHD -C
Dif (669) N- RHD -C
p100/p52 (898/447) N- RHD -C
p105/p50 (969/433) N- RHD -C
IκBα (317) N- -C
IκBβ (361) N- -C
IκBε (500) N- -C
Cactus (500) N- -C
Bcl-3 (446) N- -C
ARD
Schematische Darstellung der NF-κB/Rel- und IκB-Proteine. In Klammern sind jeweils die Längen der
Proteine in Aminosäuren angegeben. Die roten Boxen veranschaulichen die Rel Homologiedomänen
(RHD). Die Ankyrin Repetitionen werden durch grüne Ovale dargestellt. Die orangen Pfeile markieren
den Ort der Proteolyse bei der Entstehung von p50 und p52 aus ihren Vorläuferproteinen. GRR =
Glycin-reiche Region von p100 und p105, TA = Transaktivierungsdomäne, ARD = Ankyrin
Repetitionsdomäne.
7Alle Proteine aus der NF-κB/Rel-Familie zeigen eine starke Übereinstimmung der Aminosäu-
rensequenz am N-terminalen Ende. Diese etwa 300 Aminosäuren lange Sequenz nennt man
Rel Homologiedomäne (RHD) (Figur 1). Sie enthält einen Dimerisationsbereich, eine DNS-
bindende Sequenz und ein nukleäres Lokalisationssignal (NLS). Der Dimerisationsbereich
liegt zwischen 200 und 300 Aminosäuren vom N-terminalen Ende entfernt. Bei einer natür-
lich vorkommenden Splicing-Variante von p65, p65∆, sind in der Dimerisationssequenz
10 Aminosäuren deletiert und sie kann aus diesem Grunde keine Dimere mit p50 bilden (8).
Trotzdem kann sie immer noch mit p65 Komplexe bilden. Allerdings ist die DNS-Bindungs-
kapazität des p65/p65∆-Komplexes stark reduziert.
RelB, c-Rel, p65, Dorsal und Dif enthalten C-terminal der RHD eine Transaktivierungsdo-
mäne (TA). Diese TA fehlt bei p50 und p52. Dies ist auch der Grund, warum p50 (wie auch
p52) allein im allgemeinen kein Aktivator von NF-κB-abhängigen Genen ist, sondern im Ge-
genteil sogar ein Inhibitor sein kann (14, 15). RelB hingegen hat zwei Transaktivierungsdo-
mänen, eine in der RHD, die andere C-terminal. RelB kann mit p50 und p52 dimerisieren,
wobei die zwei TAs von RelB von entscheidender Bedeutung für die volle Aktivität dieser
Dimere sind.
Als einziges Protein der NF-κB/Rel-Familie verfügt p65 über eine C-terminale Leucin-reiche
Region, die als nukleäre Exportsequenz (NES) dient. Mit deren Hilfe kann p65 vom Zellkern
ins Zytoplasma transportiert werden (16). Das Protein c-Rel ist ein Protoonkogen, das zum
Beispiel durch chromosomale Translokation in ein Onkogen umgewandelt werden kann (8).
p50 und p52 entstehen im Unterschied zu p65, RelB und c-Rel aus Vorläuferproteinen (p105
beziehungsweise p100) (8). Durch proteolytische Spaltung der Vorläuferproteine an be-
stimmten Stellen entstehen Spaltprodukte, wobei die N-terminalen Teile p50 beziehungs-
weise p52 entsprechen. p105 und p100 enthalten direkt C-terminal der RHD eine Glycin-
reiche Region (GRR). Diese spielt bei der proteolytischen Spaltung eine wichtige Rolle.
2.1.2 Die IκB-Proteine
Wenn kein spezifischer Stimulus auf die Zelle einwirkt, wird NF-κB durch Inhibitorproteine
(IκB) inaktiviert, indem er mit diesen Komplexe bildet. Die IκB-Familie umfasst IκBα, IκBβ,
IκBγ, IκBε, IκBξ (17), Bcl-3 und die Vorläufer von p50 und p52 (p105 beziehungsweise p100)
(12). Die wichtigsten IκB-Vertreter sind IκBα, IκBβ und IκBε. Auch D. melanogaster besitzt
ein IκB-Analog (Cactus).
Alle IκB-Proteine enthalten mehrere Ankyrin Repetitionen, welche die Ankyrin Repetitions-
domäne (ARD) bilden (Figur 1). Eine Ankyrin Repetition ist 33 Aminosäuren lang. Diese
Repetition wurde ursprünglich im Protein Ankyrin gefunden, dessen Funktion in der Zelle es
ist, als Linkerprotein Membranproteine mit Bestandteilen des Zytoskelettes zu verbinden.
ARDs wurden in unzähligen Proteinen wie zum Beispiel in Zellmembran-Kanälen, Enzymen,
8Toxinen, Signalkaskaden-Proteinen und Transkriptionsfaktoren gefunden. Durch die spezifi-
sche Sekundärstruktur der Ankyrin Repetitionen werden gewisse Aminosäuren an der Ober-
fläche der Proteine exponiert, wodurch Protein-Protein-Interaktionen ermöglicht werden (18).
Die ARD der IκB-Proteine vermittelt deren Bindung an die RHD der NF-κB/Rel-Proteine.
Durch diese Bindung wird auch das sich in der RHD befindende NLS bedeckt, wodurch der
NF-κB/IκB-Komplex im Zytoplasma zurückgehalten wird (19, 20).
Nur IκBα, IκBβ und IκBε besitzen die für die Stimulus-induzierte Degradation notwendige
N-terminale regulatorische Region (12). Die Degradation der IκB-Proteine ist ein entschei-
dender Vorgang bei der NF-κB-Aktivierung (siehe Kapitel „Die Aktivierungskaskade von
NF-κB“).
Die Expression aller IκB-Proteine, ausser jener von IκBβ, wird durch NF-κB gesteuert (12).
IκBα und IκBβ assoziieren hauptsächlich mit Dimeren, die entweder c-Rel oder p65 enthal-
ten. IκBγ entspricht den C-terminalen 607 Aminosäuren von p105 und entsteht aus dem glei-
chen Gen, das auch für p105 kodiert. Dieses Gen besitzt eine alternative Transkriptions-
Startsequenz in seinem Intron (21). IκBγ kommt wahrscheinlich nur in B-Lymphozyten von
Mäusen vor. Die Vorläuferproteine p100 und p105 können mit anderen NF-κB-Untereinhei-
ten dimerisieren und so deren Transport in den Zellkern und die Bindung an die DNS verhin-
dern. p105 kann trotz der Anwesenheit einer RHD in seinem N-terminalen Ende nicht an die
DNS binden. Nur wenn die ARD deletiert oder mutiert ist, wird eine DNS-Bindung möglich.
Die ARD hemmt folglich durch intramolekulare Wechselwirkungen die Aktivität der RHD im
gleichen Protein (22). p100 kann einen trimerischen Komplex mit NF-κB-Dimeren bilden. Bcl-
3 ist wie IκBα befähigt, in den Zellkern einzutreten, und wirkt gebunden an p50- oder p52-
Homodimere als Aktivator der Transkription. Dieses Protein ist also eher ein Aktivator, denn
ein Inhibitor der NF-κB-Aktivität (23). Entsprechend dieser Funktion wird durch Bcl-3 die
NLS-Region von p50 oder p52 nicht verdeckt (24).
2.2 Die dreidimensionale Struktur von NF-κB
Von NF-κB ist vor allem die dreidimensionale Struktur des N-terminalen Endes mit der RHD
gut untersucht, weil die Tertiärstruktur des C-terminalen Endes mit der TA in vitro instabil ist.
Die verschiedenen an die DNS gebundenen NF-κB-Dimere haben eine schmetterlingsartige
Struktur (25, 26, Figur 2). Die RHD faltet sich dabei an zwei Stellen so auf, dass sich eine
zweiarmige Struktur ähnlich wie bei den Immunglobulinen ergibt. Beide Falten haben Kontakt
zur DNS und sind durch ein zehn Aminosäuren langes Verbindungsstück miteinander ver-
bunden (13). Während die N-terminale Falte für die Sequenz-spezifische Erkennung der
DNS verantwortlich ist, enthält die C-terminale Falte den Dimerisationsbereich der RHD. Die
Dimerisation von zwei NF-κB/Rel-Proteinen kommt durch hydrophobe Interaktionen entlang
9einem dreisträngigen β-Faltblatt des einen Proteins mit einer entsprechenden Struktur des
anderen Proteins zustande. Die Ankyrin Repetitionsdomäne von IκBα bildet eine α-Helix, die
mit der C-terminalen Falte der RHD eine Bindung eingehen kann. Auf die Bedeutung dieser
Interaktion wird im Kapitel „Die Aktivierungskaskade von NF-κB“ näher eingegangen.
Figur 2 Die dreidimensionale Struktur von an die DNS gebundenem p65/p50
Darstellung der schmetterlingsartigen Struktur von an
die DNS gebundenem p65/p50-Heterodimer (Abbildung
aus Molecular Biology Web Book, www.web-
books.com/MoBio)
2.3 Aktivatoren und Inhibitoren von NF-κB
Es gibt viele verschiedene extra- und intrazelluläre Stimuli, welche die Aktivierung von NF-κB
bewirken (Tabelle 1). Häufige Stimuli, die NF-κB aktivieren, sind Infektionen mit Bakterien
oder Viren. Bakterien besitzen mehrere Oberflächenantigene, welche im infizierten Organis-
mus eine Immunantwort auslösen. Auf der Zellmembran von gewissen Säugetierzellen wer-
den Rezeptoren exprimiert, welche entweder Peptidoglykane von grampositiven oder Lipo-
polysaccharide (LPS) von gramnegativen Bakterien erkennen (27-29). Da sich Viren im
Gegensatz zu den meisten Bakterien obligat intrazellulär vermehren, werden im Laufe der
Virusreplikation virale Proteine im Zytoplasma produziert. Diese Proteine können auf ver-
schiedenen Wegen zelleigene Regulationssysteme, wie etwa die NF-κB Aktivierungskas-
kade, beeinflussen (5, 7, 30-32).
Viele Entzündungsmediatoren und Zytokine, wie zum Beispiel verschiedene Interleukine (IL),
Leukotriene und die Tumor Nekrose Faktoren α und β (TNFα, TNFβ), aktivieren über spezifi-
sche Rezeptoren auf der Zelloberfläche NF-κB. Nach dem gleichen Prinzip aktivieren




Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor (GM-CSF), der Granulozyten-Kolonie-stimulie-
rende Faktor (G-CSF), der Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor (M-CSF) und das
Insulin (33). Zusätzlich sind auch physiologische Mediatoren wie der plättchenaktivierende
Faktor (PAF), Erythropoetin (EPO), Bradykinin oder Angiotensin II in der Lage NF-κB zu
aktivieren (34-38).
UV-Strahlung und oxidativer Stress, zum Beispiel durch Ischämie oder durch Oxidantien wie
Sauerstoff und Wasserstoffperoxid verursacht, können NF-κB durch einen Rezeptor-unab-
hängigen Mechanismus aktivieren (39-42). Diese Einflüsse führen zur Produktion von reakti-
ven Sauerstoff-Radikalen und zum Verbrauch der Reserven an reduziertem Glutathion. In
der Folge reichert sich in der Zelle oxidiertes Glutathion an. Diese Vorgänge führen ebenfalls
zur Aktivierung der NF-κB-Kaskade. Es wurde ausserdem gezeigt, dass Zigarettenrauch
über den oben genannten Weg der Radikalbildung NF-κB aktivieren kann (43).











































(modifiziert nach Rahman, 1998 (44))
Die Aktivität von NF-κB wird aber nicht nur durch Aktivatoren, sondern auch durch Inhibito-
ren reguliert. Einige Beispiele von Inhibitoren sind Glukokortikosteroide, IL-4, IL-10, IL-11,
IL-13, Gliotoxin von Aspergillus fumigatus, Antioxidantien wie z.B. Glutathion, Vitamin E oder
Thioredoxin, entzündungshemmende Stoffe (Acetylsalicylsäure, Cyclosporin A), zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) und viele mehr (45-52). Diese Inhibitoren können die Akti-
vierungskaskade von NF-κB  prinzipiell auf allen Stufen unterbrechen (siehe Kapitel „Die
Aktivierungskaskade von NF-κB“). Viele Inhibitoren von NF-κB verhindern entweder die De-
gradation von IκBα oder induzieren die Neusynthese von IκBα.
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2.4 Die Aktivierungskaskade von NF-κB
Die Aktivität von NF-κB wird in erster Linie durch seine Lokalisation in der Zelle (Zytoplasma
oder Zellkern) kontrolliert (12). Heute unterscheidet man zwei Arten von Aktivierungskaska-
den, welche zur Translokation von NF-κB in den Zellkern führen: Den klassischen Aktivie-
rungsweg (canonical pathway) und den nicht-klassischen Aktivierungsweg (noncanonical
pathway) (53). Diese beiden Aktivierungswege unterscheiden sich voneinander sowohl in der
Art der sie induzierenden Stimuli, als auch in den an der Signalkaskade beteiligten NF-κB/
Rel- beziehungsweise anderen Proteinen.
Beim klassischen Aktivierungsweg (Figur 3) wird inaktiver NF-κB (p65/p50) im Zytoplasma
angereichert, indem er an das Inhibitorprotein IκBα bindet. Dieser NF-κB/IκBα-Komplex ist
nicht in der Lage in den Zellkern zu translozieren, da das NLS von NF-κB durch IκBα
verdeckt ist. Die signalbedingte Degradation von IκBα löst die Translokalisation von NF-κB in
den Zellkern aus. Die IκBα-Degradation ist der Schlüsselprozess in der Enzymkaskade und
läuft hauptsächlich, wenn nicht sogar ausschliesslich, im Zytoplasma ab (54).
Viele verschiedene Signalkaskaden können zur Degradation von IκBα führen. Obwohl eine
Zelle auf sehr viele Stimuli reagieren kann und muss, ist das Grundprinzip vieler Signalkas-
kaden gleich. Ein exogener Stimulus, sei dies ein bakterielles Produkt, ein Zytokin oder ein
Wachstumsfaktor, bindet an seinen spezifischen Rezeptor auf der Zelloberfläche. Dadurch
wird im Rezeptor eine Konformationsänderung bewirkt, und auf der Innenseite der Zellmem-
bran werden Proteinkinasen aktiviert. Diese lösen eine Phosphorylierungskaskade aus, wäh-
rend der in mehreren Schritten weitere Proteinkinasen durch Phosphorylierung aktiviert wer-
den. Auch der klassische Aktivierungsweg von NF-κB basiert auf einer solchen Phosphory-
lierungskaskade, während welcher der IκBα-Kinase-Komplex (IKK) phosphoryliert und damit
aktiviert wird (55). Dieser besteht aus drei Untereinheiten, IKKα, IKKβ und IKKγ (85 kDa, 87
kDa und 48 kDa). IKKα und IKKβ zeigen eine grosse strukturelle Homologie, denn sie stim-
men in etwa der Hälfte der Aminosäurensequenz überein (12). Diese zwei Proteine dienen
als katalytische Untereinheiten des IKK. Die dritte Komponente, IKKγ oder NEMO (NF-κB
essential modulator), dient hingegen als regulatorische Untereinheit und besitzt keine
Kinase-Aktivität. Durch gewisse Stimuli wie PMA (Phorbol-Myristat-Azetat) und LPS kann
eine andere IKK-verwandte Kinase aktiviert werden, die sogenannte IKKε/IKK-i (56-58). Die
genaue Enzymkaskade bei diesen Stimuli ist aber noch nicht untersucht. Wurde im Verlauf
der Aktivierungskaskade die Untereinheit IKKβ des Heterotrimers IKK phosphoryliert, so
kann IκBα durch IKK an den Aminosäuren Serin 32 und Serin 36 phosphoryliert werden (59).
Interessanterweise bevorzugt IKK IκBα/NF-κB-Komplexe gegenüber freiem IκBα, so dass




















































Figur 3 Der klassische Aktivierungsweg von NF-κB
Klassischer Aktivierungsweg von NF-κB (dargestellt in einer Säugetierzelle): Gewisse Aktivatoren (IL,
TNFα, LPS, Peptidoglykan) binden an Rezeptoren auf der Zellmembran und aktivieren dadurch eine
Phosphorylierungskaskade im Zytoplasma, an deren Ende IKK aktiviert wird (1.A). Andere Stimulato-
ren (PMA, PAF) aktivieren über die intrazytoplasmatische Proteinkinase C die Phosphorylierungskas-
kade (1.B). IκBα wird in der Folge phosphoryliert (2.) und ubiquitiniert (3.). Einige Aktivatoren (z.B.
Viren, H2O2, Ozon, UV-Strahlung) wirken über die Bildung von Radikalen, welche direkt eine Ubiquiti-
nierung von IκBα auslösen (1.C) (Ub = Ubiquitin, Ub Enz = ubiquitinierende Enzyme). Das ubiquiti-
nierte IκBα wird vom 26S-Proteasom proteolytisch verdaut (4.). NF-κB transloziert in den Zellkern,
bindet an spezifische Promotorsequenzen (5.) und aktiviert so verschiedene Gene, u.a. jenes von
IκBα (6.). Neu synthetisiertes IκBα beendet möglicherweise die Aktivität von NF-κB, indem es diesen
von der DNS entfernt und ins Zytoplasma transportiert (7.).












Die anschliessende Ubiquitinierung von IκBα setzt voraus, dass die Serine 32 und 36 von
IκBα phosphoryliert sind (60). An der Ubiquitinierung sind drei Enzyme beteiligt: Das Ubiqui-
tin-aktivierende Enzym (E1), die Ubiquitin-konjugierenden Enzyme (E2) und die Protein-Ubi-
quitin Ligasen (E3) (12). Zusammen katalysieren sie die kovalente Bindung von Ubiquitin an
Lysin-Reste von Proteinen. Bei IκBα sind Lysin 21 und Lysin 22 von Bedeutung für die Ubi-
quitinierung (61). Durch Anlagerung von weiteren Ubiquitin-Molekülen an das bereits gebun-
dene Ubiquitin entstehen Polyubiquitin-Ketten. Während phosphoryliertes IκB α  an den
NF-κB-Komplex gebunden bleibt, dissoziiert ubiquitiniertes IκBα von NF-κB (60). Mit Ubiqui-
tin-Ketten markierte Proteine werden vom 26S-Proteasom erkannt und proteolytisch verdaut.
Das Ubiquitin Proteolyse-System hat zur Aufgabe, alte oder defekte Proteine und überzäh-
lige Transkriptionsfaktoren, Onkoproteine, Signaltransduktoren und Zellzyklusregulatoren zu
beseitigen (12). Das 26S-Proteasom ist auch für die Degradation von ubiquitiniertem IκBα
verantwortlich.
Die Degradation von IκBα erfolgt bereits wenige Minuten nach dem Auftreffen des NF-κB-
aktivierenden Signals auf die Zellmembran (12). Als Folge davon wird NF-κB frei, kann dank
seinem NLS in den Zellkern translozieren, wo er sich anreichert und an die NF-κB-Bindungs-
sequenzen auf der DNS binden kann. Diese kommen in Promotoren von verschiedenen
Genen vor. Ein Promotor ist der einem Gen vorgeschaltete Regulator der Transkription des-
selben Gens. Er enthält DNS-Bindungssequenzen (cis-Elemente) für verschiedene Aktivato-
ren und Inhibitoren der Transkription (trans-Elemente). Je nachdem welche Proteine an die
Promotor-Region auf der DNS binden, wird das dazugehörige Gen transkribiert oder dessen
Transkription verhindert. NF-κB ist ein solcher Aktivator und veranlasst durch seine Bindung
an entsprechende Promotoren die Transkription der entsprechenden Gene.
IκBα spielt nicht nur bei der Hemmung, sondern möglicherweise auch bei der Beendigung
der NF-κB-Aktivität eine entscheidende Rolle (12, 62). NF-κB stimuliert unter anderem auch
die Expression von IκB Genen. Neu synthetisiertes IκBα könnte in den Zellkern eintreten,
NF-κB binden und die Dissoziation von NF-κB von der DNS bewirken. Dank der nukleären
Exportsequenz (NES) von IκBα, welche sich im N-terminalen Ende befindet (63), kann der
Komplex zurück ins Zytoplasma transportiert werden. Dieser Mechanismus würde eine
strenge Autoregulation der NF-κB Aktivität ermöglichen und im Anschluss an eine Stimula-
tion der Zelle überschiessende, für die Zelle und den Organismus potentiell schädliche Re-
aktionen verhindern (negativer Feedback-Mechanismus). Die Bindung an IκBα  ist jedoch
nicht der einzige Mechanismus, durch den die Lokalisation von NF-κB in der Zelle reguliert
wird. Auch in Abwesenheit von IκBα kann p65 dank seiner NES kontinuierlich vom Zellkern
ins Zytoplasma transportiert werden (16). Die Translokalisation von NES enthaltenden Pro-
teinen erfordert die Anwesenheit des Rezeptor-Proteins CRM1 (63). Wenn IκBα fehlt,
14
gelangt allerdings auch fortwährend p65 in den Zellkern, da das NLS nicht verdeckt ist. p50
kann den Export von p65 verhindern, indem es als Inhibitor der NES von p65 wirkt, so dass
sich p65/p50-Heterodimere im Zellkern anreichern, auch wenn wenig IκBα vorhanden ist.
Der nicht klassische Aktivierungsweg wird zum Beispiel durch Lymphotoxin β stimuliert. Im
Verlaufe dieser Aktivierungskaskade wird die Untereinheit IKKα des IKK-Trimers durch die
NF-κB induzierende Kinase (NIK) phosphoryliert. IKK wird dadurch aktiviert und kann p100
(das Vorläuferprotein von p52) phosphorylieren, welches im Zytoplasma als Komplex mit
RelB vorliegt. In der Folge wird p100 zu p52 prozessiert, der p52/RelB-Komplex kann in den
Zellkern translozieren und an NF-κB-abhängige Promotorsequenzen binden (53).
Es ist noch nicht restlos geklärt, welche Mechanismen notwendig sind, damit NF-κB durch
die Bindung an seine Promotorsequenz die Transkription des entsprechenden Gens initiieren
kann. Bekannt ist, dass die Remodellierung des Chromatins in der Promotorregion und die
Anwesenheit von Ko-Aktivatoren eine wichtige Rolle spielen. Einen Überblick über den
aktuellen Wissensstand auf diesem Gebiet vermittelt die Übersichtsarbeit von Tian und
Brasier, 2003 (64).
Je nach Stimulus, der auf die Zelle einwirkt, ist die aktivierte Enzymkaskade verschieden und
es können so andere NF-κB-Komplexe durch die Kaskade aktiviert werden, was schliesslich
auch zur Transkription unterschiedlicher Gene führt. Gewisse Stimuli benötigen ganz spezifi-
sche Rezeptoren, die nur auf der Zellmembran von bestimmten Zelltypen exprimiert werden.
Am besten untersucht ist die Enzymkaskade bei der Stimulation durch TNFα, welches zur
Aktivierung des klassischen Aktivierungsweges führt (55). Andere Stimuli aktivieren NF-κB
über die intrazelluläre Bildung von Sauerstoffradikalen. Dieser Mechanismus scheint in allen
Zellen zu einer Aktivierung von NF-κB zu führen. Die genaue Funktionsweise der NF-κB-
Stimulation durch Radikale ist noch nicht restlos geklärt.
2.5 Die Bedeutung von NF-κB
Als Transkriptionsfaktor kann NF-κB auf verschiedene physiologische und pathologische
Prozesse Einfluss nehmen. Die Expression von zahlreichen Genen, welche für Proteine
kodieren, die bei der Entzündung, der Immunantwort, der Krebsentstehung, der Apoptose
und der Funktion von Neuronen eine wichtige Rolle spielen, wird durch NF-κB reguliert.
Durch die systematische Suche nach NF-κB-abhängigen Promotoren wurde in neuester Zeit
ein Fülle von Genen beschrieben, welche ebenfalls unter der Kontrolle von NF-κB stehen
(64). Über die Bedeutung der Regulationsmechanismen einiger dieser Gene ist jedoch wenig
oder nichts bekannt. Drei Vorgänge, bei denen die Funktion von NF-κB relativ gut erforscht
ist, sollen in den folgenden Abschnitten vorgestellt werden: Entzündung, Krebsentstehung
und die Funktion von Neuronen.
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Aufgrund der vielfältigen Funktionen von NF-κB kann eine Entgleisung seiner Regulation bei
Mensch und Tier zu unzähligen Krankheiten führen. Die Kenntnis der genauen Regulations-
mechanismen von NF-κB kann entscheidend dazu beitragen, die Pathogenese von ver-
schiedenen Krankheiten auf zellulärer Ebene zu verstehen. Die gründliche Erforschung der
Enzymkaskaden bei der Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors wird zudem ermöglichen,
dass man in naher Zukunft Medikamente entwickeln kann, welche in diese Kaskaden
eingreifen.
2.5.1 NF-κB und Entzündung
Viele Gene, welche bei Entzündungsreaktionen eine entscheidende Rolle spielen, werden
durch NF-κB aktiviert (Tabelle 2). Bei Entzündungen werden von Immunzellen verschiedene
Botenstoffe produziert, welche den anderen Zellen im Organismus signalisieren, dass an
einer bestimmten Stelle des Körpers eine Entzündung abläuft. Diese Mediatoren, Zytokine
und Chemokine haben die Aufgabe, Entzündungszellen zum Wachstum anzuregen und sie
an den Ort des Geschehens zu rekrutieren. NF-κB stimuliert die Produktion von wichtigen
Wachstumsfaktoren wie Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF),
Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (M-CSF) und Granulozyten-Kolonie-stimulierender
Faktor (G-CSF), sowie der Zytokine IL-1, IL-6, TNFα, Lymphotoxin und IFN-γ. Einige dieser
Zytokine aktivieren ihrerseits NF-κB, wodurch es zu einem positiven Feedback-Mechanis-
mus kommt. Damit Entzündungszellen wie neutrophile und eosinophile Granulozyten und
Lymphozyten vom Blut in den Entzündungsherd vordringen können, müssen sie an der Ge-
fässwand anhaften und zwischen den Endothelzellen durchtreten. Dabei helfen ihnen durch
NF-κB induzierte Adhäsionsmoleküle (interzelluläres Adhäsionsmolekül 1 (ICAM-1), vaskulä-
res Zell-Adhäsionsmolekül 1 (VCAM-1) und E-Selektin) (65, 66). Entlang einem Konzentrati-
onsgradienten von Chemokinen wandern die Entzündungszellen anschliessend zum Ent-
zündungsherd. Auch die Produktion einiger dieser Chemokine wird durch NF-κB gesteuert.
Zusätzlich werden folgende Enzyme durch NF-κB induziert, welche die Bildung von Entzün-
dungsmediatoren katalysieren: Die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS), die
Cyclooxygenase 2 (COX-2), die 5-Lipoxygenase, die 12-Lipoxygenase und die zytoplasmati-
sche Phospholipase A2. Die von diesen Enzymen produzierten Entzündungsmediatoren
können unter anderem Blutgefässe erweitern, um die Durchblutung des betroffenen Gebie-
tes zu erhöhen.
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Bei zahlreichen akuten und chronischen entzündlichen Krankheiten spielt NF-κB eine wich-
tige Rolle, wie zum Beispiel bei ARDS (acute respiratory distress syndrome), Asthma, RAO
(recurrent airway obstruction), rheumatischer Arthritis, Arteriosklerose und bei IBD (inflam-
matory bowel disease) (67-75). Auch bei der Glomerulonephritis ist die NF-κB-Aktivität von
entscheidender Bedeutung (76, 77). Viele entzündungshemmende Stoffe, wie Acetylsalicyl-
säure, ein nichtsteroidaler Entzündungshemmer, und Dexamethason, ein Glukokortikoste-
roid, hemmen die Aktivität von NF-κB (45, 46, 50, 51).




































(modifiziert nach Rahman, 1998 (44))
2.5.2 NF-κB und Neoplasie
Bei der Entstehung und Entwicklung von Neoplasien werden drei Phasen unterschieden:
Initiation, Promotion und Metastasenbildung. NF-κB reguliert mehrere Gene, die auf die
Promotion und die Metastasierung von Tumoren einen Einfluss haben (siehe unten). Zur
Promotion gehören unter anderem klonales Wachstum, Entwicklung, Dedifferenzierung,
Angiogenese, Adhäsion und der Abbau der extrazellulären Matrix (78).
Damit Tumorzellen unbegrenzt wachsen können, muss die Apoptose gehemmt werden.
NF-κB ist sowohl ein Initiator als auch ein Hemmer der Apoptose, wobei die hemmende Wir-
kung wahrscheinlich überwiegt. In RelA-/--Mäusen kommt die antiapoptotische Wirkung die-
ses Proteins besonders deutlich zum Ausdruck. Diese Mäuse sterben im Embryonalstadium,
weil die Leberzellen massenhaft Apoptose begehen (79). Die entgegengesetzte Wirkung von
NF-κB kann zum Teil zellspezifisch oder auch abhängig vom induzierenden Signal oder vom
Entwicklungsstadium der Zelle sein. Eine antiapoptotische Rolle von NF-κB wurde in B-Lym-
phozyten, T-Lymphozyten, Granulozyten, Makrophagen, Neuronen, Osteoklasten und glat-
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ten Muskelzellen nachgewiesen (80-86). Als Initiator der Apoptose wirkt NF-κB in B-Lym-
phozyten, T-Lymphozyten, Neuronen und Endothelzellen (87-92). Es konnte nachgewiesen
werden, dass NF-κB in verschiedenen Tumoren, wie zum Beispiel T-Zell-Lymphosarkom,
Melanom, Pankreas-Tumor, Blasenkrebs und Brustkrebs, eine antiapoptotische Funktion
ausübt (93-96).
Die schnelle Vermehrung der Krebszellen führt im Tumor intermittierend zu Hypoxie, weil die
bestehende Blutversorgung für die rasch wachsende Zellzahl nicht mehr genügt. Da Sauer-
stoff für das Zellwachstum aber essentiell ist, muss der Tumor chemotaktische Signale wie
Wachstumsfaktoren und Zytokine sezernieren, um die Angiogenese (Neubildung von Blut-
gefässen) anzuregen. Viele dieser Proteine werden durch NF-κB reguliert, der wie im Kapitel
„Aktivatoren und Inhibitoren von NF-κB“ erläutert durch Hypoxie aktiviert wird (97). Zwei Bei-
spiele für solche NF-κB-abhängige Angiogenese-anregende Proteine sind VEGF (vaskulärer
endothelialer Wachstumsfaktor) und MCP-1 (Monozyten-attrahierendes Protein 1) (98, 99).
Zur Metastasierung von Tumoren müssen Krebszellen sowohl in Blutgefässe hinein, als
auch wieder aus diesen heraus wandern können, um in andere Bereiche des Körpers zu
gelangen. Diese Eigenschaft, die Wand von Blutgefässen passieren zu können, wird durch
spezifische Moleküle vermittelt. Dazu gehören etwa ICAM-1 und VCAM-1, welche als Ant-
wort auf eine NF-κB-Aktivierung exprimiert werden (65, 66).
In vielen Tumoren wie zum Beispiel B- und T-Zell-Lymphosarkomen, Blasenkrebs, Brust-
krebs, Schilddrüsenkrebs, Lungenkrebs und Prostatakrebs ist NF-κB konstitutiv aktiviert (96,
100-104). Der Sinn dieser permanenten Aktivierung besteht eventuell darin, die Apoptose
der Krebszellen zu verhindern (101). Die molekularen Mechanismen, welche zu einer kon-
stitutiven Aktivierung von NF-κB in einer Zelle führen, sind erst teilweise bekannt. Das Feh-
len von IκBα oder die Expression von nicht funktionsfähigem IκBα, wie sie in Hodgkin-Tumo-
ren vorkommt (105), könnten zu einer solchen permanenten Aktivierung von NF-κB führen.
In Sertolizellen, Photorezeptorzellen und in einigen Neuronen ist NF-κB hingegen physiolo-
gischerweise konstitutiv aktiviert.
2.5.3 NF-κB und Neurone
NF-κB/Rel-Komplexe kommen in allen wichtigen Zelltypen im Nervensystem vor, unter ande-
rem in Neuronen, Astrozyten, Mikrogliazellen und in Oligodendrozyten (106). Die Aktivierung
von NF-κB geschieht im Nervensystem grundsätzlich durch die gleichen Stimuli, wie in den
anderen Körperzellen (Tabelle 1). Daneben spielen aber auch Nervensystem-spezifische
Aktivatoren von NF-κB eine Rolle. Dazu gehören Neurotrophin (NGF), Neurotransmitter (z.B.
Glutamat), amyloid β-peptide (Aβ), β-amyloid precursor protein (βAPP) und die Depolarisa-
tion der Zellwand (106). Auch durch die Signalübertragung zwischen Neuronen via Synap-
sen wird NF-κB aktiviert. Diese ständige Stimulation der NF-κB-Aktivierungskaskade könnte
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ein Grund dafür sein, warum NF-κB im Nervengewebe permanent eine vergleichsweise hohe
Aktivität zeigt. NF-κB reguliert in den Nervenzellen Gene, die unter anderem für TNFα und
IL-6 kodieren, welche beide vor allem von Mikrogliazellen und Astrozyten produziert werden.
Es werden aber auch Gene reguliert, welche die Information für β-amyloid precursor protein
(ein Zytokin und neurotropher Faktor, der als Antwort auf Verletzungen synthetisiert wird),
Calbindin-D28k (ein Kalzium-bindendes Protein), Mangan-Superoxid-Dismutase (Mn-SOD)
und antiapoptotische Proteine enthalten. Daneben wird im Nervengewebe auch die Expres-
sion der meisten in Tabelle 2 aufgeführten Proteine durch NF-κB reguliert. Eine sehr wichtige
Rolle bei der Kontrolle von Zelltod und -überleben übernimmt NF-κB während der
Entwicklung des Nervensystems (107). Ferner hat er auch Einfluss auf wichtige Funktionen
des Gehirns wie Lernen und Erinnerung (108).
Neurodegenerative Erkrankungen sind weit verbreitete, chronisch-progrediente Krankheiten,
welche zu gravierenden und schwer behandelbaren neurologischen Ausfallserscheinungen
führen. Nicht nur bei der Alzheimer-Krankheit sondern auch bei anderen neurodegenerativen
Krankheiten wie beispielsweise Parkinson- und Huntington-Krankheit und amyotrophe Late-
ralsklerose ist die NF-κB-Aktivität erhöht (109-111). Ebenso ist bei der Multiplen Sklerose
NF-κB in den Gliazellen in hohem Grade aktiviert (112). Die Alzheimer-Krankheit ist eine
neurodegenerative Krankheit, das heisst Nervenzellen sterben in überdurchschnittlichem
Masse ab. NF-κB zeigte in den Zellen, welche in diesen neurodegenerativen Prozess invol-
viert sind, eine erhöhte Aktivität. In diesen Zellen übernimmt der Transkriptionsfaktor wahr-
scheinlich eine neuroprotektive Rolle, das heisst er versucht den Untergang der Nervenzel-
len zu verhindern. Der früh auftretenden vererbbaren Form der Alzheimer-Krankheit liegt
eine Mutation im Presenilin-1-Gen zugrunde. Zellen, die das mutierte Presenilin-1 exprimie-
ren, haben ein verändertes Schema der NF-κB-Aktivierung. Auf eine oxidative Schädigung
reagieren diese Zellen mit einer verstärkten frühen Aktivierung von NF-κB, gefolgt von einer
verlängerten Depression der Aktivität (113). In der langen Phase der Inaktivität von NF-κB
begeht die Zelle auf einen entsprechenden Stimulus hin Apoptose, da die antiapoptotische
Wirkung von NF-κB fehlt.
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3 Problemstellung und Projektbeschreibung
3.1 Problemstellung
Die NF-κB/Rel-Familie wurde vor 17 Jahren zum ersten Mal beschrieben (1). Seitdem hat
man die Funktionen der verschiedenen Proteine dieser Familie als Transkriptionsfaktoren
und ihren Aufbau erforscht. So weiss man heute, wie die NF-κB Aktivität in der Zelle prinzipi-
ell reguliert und kontrolliert wird (Figur 2) und welche äusseren und inneren Faktoren über
die Beeinflussung von NF-κB eine Zellantwort bewirken. Im Anschluss an eine Stimulation
der Zelle mit nachfolgender Aktivierung oder Inhibition von NF-κB zeigen Säugetierzellen
sehr unterschiedliche Reaktionen: Einige Immunzellen exprimieren spezielle Rezeptoren auf
ihrer Zelloberfläche oder synthetisieren Signalmoleküle wie Entzündungsmediatoren oder
Wachstumsfaktoren, Monozyten differenzieren sich zu Makrophagen, Virenproteine werden
produziert, die Zelle begeht Apoptose oder sie wird sogar zur Krebszelle. Welche Gene tran-
skribiert werden, hängt entscheidend von der Art des NF-κB-aktivierenden Stimulus, dem
Zelltyp und dem Differenzierungsgrad der Zelle ab. Ein bestimmter stimulierender Faktor
kann in zwei verschiedenen Zelllinien völlig unterschiedliche Wirkungen haben, obwohl er in
beiden an denselben Rezeptor bindet. Andererseits können verschiedene Stimuli identische
Reaktionen in einer Zelle auslösen. Die in Figur 2 beschriebene Aktivierungskaskade bietet
zwar eine Erklärung für den zweiten Fall (gleiche Reaktion auf verschiedene Stimuli), nicht
aber für den ersten (unterschiedliche Reaktionen auf gleiche Stimulation). Es wird deshalb
vermutet, dass noch weitere Transkriptionsfaktoren und deren Aktivierungskaskaden an der
Regulation dieser Gene beteiligt sind. Natürliche Promotoren enthalten zusätzlich zur NF-κB-
Sequenz Bindungsstellen für mehrere andere Transkriptionsfaktoren wie Aktivatorprotein 1
(AP1), Stimulierender Faktor 1 (Sp1), CAAT/Enhancer bindendes Protein (C/EBP) und
CREB-bindendes Protein (CBP). Die Funktionsweise und Bedeutung dieser Faktoren sind
noch nicht so umfassend charakterisiert wie jene von NF-κB. Es ist bekannt, dass einige
Transkriptionsfaktoren und Proteine der Transkriptionsmaschinerie ständig an Kern-Ele-
mente des Promotors gebunden sind, andere hingegen erst nach einem bestimmten Stimu-
lus an Enhancer-Sequenzen im Promotor rekrutiert werden und so die Transkription aktivie-
ren (114). Zusätzlich können Transkriptionsfaktoren weitere Proteine durch Protein-Protein-
Interaktionen an den Ort des Promotors rekrutieren. Die Gesamtheit der an eine bestimmte
Promotorregion gebundenen Proteine nennt man Enhanceosom. Es wird vermutet, dass
genau dieses Zusammenspiel von verschiedenen Transkriptionsfaktoren über die Aktivie-
rung gewisser Gruppen von Genen und damit über die Reaktionsweise der Zelle auf einen
bestimmten Stimulus entscheidet. Über die Dynamik der Enhanceosomen, das heisst über
deren Zusammensetzung im Verlaufe einer Zellstimulation und über die Interaktionen zwi-
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schen den verschiedenen beteiligten Proteinen, ist hingegen nur wenig bekannt. Im Rahmen
der vorliegenden Dissertation sollen die Regulationsmechanismen von NF-κB-abhängigen
Genen anhand der Zusammensetzung der entsprechenden Enhanceosomen erforscht wer-
den.
3.2 Projektbeschreibung
Das Dissertationsprojekt wurde in vier Teile mit den folgenden Zielen gegliedert:
1. In der Zellkultur wurden die optimalen Induktionsbedingungen für NF-κB in verschiede-
nen menschlichen Zelllinien bestimmt.
2. Etablierung und Optimierung eines in vitro Versuchsystems auf der Basis eines Oligo-
Pulldown Assays zur Isolierung von NF-κB-abhängigen Enhanceosomen.
3. Im Anschluss an die Optimierung des Versuchsystems sollte die Zusammensetzung von
isolierten Enhanceosomen systematisch in Abhängigkeit von der Zelllinie, der Zellstimu-
lation und der Promotorsequenz der DNS-Sonde untersucht werden. Da beim Oligo-Pull-
down Assay die Enhanceosomen in vitro an die Promotorsequenz (DNS-Sonde) rekru-
tiert werden, können diese Versuchsparameter unabhängig voneinander variiert werden.
Zusätzlich kann die auf der DNS-Sonde enthaltene Promotorsequenz durch Punktmuta-
tionen nach Bedarf verändert werden. So sollten gezielte Mutationen der NF-κB-
Bindungssequenzen in den Promotor-Sonden die Identifikation jener Proteine ermögli-
chen, welche eine NF-κB-abhängige Bindung zeigten. Diese sollten mittels Massenspek-
trometrie analysiert werden.
4. Zum Schluss sollte die Interaktion von NF-κB und IκBα an der NF-κB-Bindungssequenz
mittels Oligo-Pulldown Assay und Western-Blot Analyse untersucht werden. Damit
konnte ermittelt werden, ob sich das Versuchsystem des Oligo-Pulldown Assays in Kom-
bination mit der Western-Blot Analyse dazu eignete, Protein-Protein-Interaktionen am Ort
des Promotors eines Gens zu untersuchen.
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4 Resultate
4.1 Induktion von NF-κB in verschiedenen Zelllinien
In einer eukaryotischen Zelle findet die Regulation der Transkription im Zellkern statt. Des-
halb musste für die in vitro Rekonstitution von Enhanceosomen nukleärer Zellextrakt ver-
wendet werden. Viele Transkriptionsfaktoren, welche an der Bildung von Enhanceosomen
beteiligt sind, befinden sich nicht permanent im Zellkern. Sie können aber durch geeignete
Stimulation der Zelle in den Zellkern translozieren. Auch NF-κB gehört zu dieser Gruppe von
Transkriptionsfaktoren. Für die Herstellung der nukleären Zellextrakte wurden folgende
menschliche Zelllinien gewählt: HeLa, Jurkat, THP-1 und Hodgkin Zellen.
4.1.1 HeLa Zellen
Es ist bekannt, dass NF-κB in HeLa Zellen durch ultraviolette Strahlung (UV) oder Etoposid
induziert werden kann (M. Hottiger, pers. Mitteilung). Die Zellen wurden einer UV-Strahlen-
energie von 30 mJ/cm2 exponiert und anschliessend für 2 h im Zellkulturschrank inkubiert.
Für die Etoposid-Stimulation wurden dem Zellkulturmedium 20 µM Etoposid zugegeben und
die Zellen anschliessend während 2 h oder 4 h im Zellkulturschrank inkubiert. Im Anschluss
an die Stimulation wurden nukleäre und zytoplasmatische Zellextrakte hergestellt. Zusätzlich
wurden uninduzierte nukleäre und zytoplasmatische Zellextrakte vorbereitet. Die Zellextrakte
wurden mittels SDS-PAGE (10 % Gel) und Western-Blot analysiert (siehe Kapitel „Methoden
und Material“). Es wurden Antikörper gegen p65, p50 und PARP-1 verwendet.
Da PARP-1 (112 kDa) ausschliesslich im Zellkern vorkommt, konnte durch dessen Nachweis
im nukleären nicht aber im zytoplasmatischen Zellextrakt nachgewiesen werden, dass bei
der Präparation der Zellextrakte die Proteine des Zellkerns nicht ins Zytoplasma übergetre-
ten waren. Durch den Vergleich der stimulierten Zellextrakte mit dem unstimulierten Extrakt
konnte überprüft werden, ob p65 und p50 durch die Zellstimulation in den Zellkern translo-
zierten. Nach der Stimulation der Zellen sowohl mit UV-Strahlung, als auch mit Etoposid
erschienen p65 und p50 gegenüber uninduziertem Zellextrakt vermehrt im Zellkern, wobei
die Zunahme von p65 deutlicher war als jene von p50 (Figur 4). Es machte jedoch keinen
Unterschied, ob die Zellen während 2 h oder 4 h mit Etoposid inkubiert wurden (Resultate
nicht gezeigt). Im zytoplasmatischen Zellextrakt kamen p65 und p50 in höheren Konzentra-
tionen vor als im nukleären Zellextrakt und nach Stimulation der Zellen mit UV-Strahlung
oder Etoposid war keine Abnahme nachweisbar. Das mässige Ansprechen der HeLa Zellen
auf Stimulation sowohl mit UV-Strahlung als auch mit Etoposid, ist möglicherweise dadurch
bedingt, dass NF-κB  bereits im unstimulierten Zustand in hoher Konzentration im Zellkern
vorlag. Zudem war NF-κB bereits im uninduzierten nukleären Zellextrakt in aktiver Form, da









Figur 4 Stimulation von HeLa Zellen mit UV-Strahlung oder Etoposid
M – UV Eto – UV Eto
Western-Blot Analyse von uninduzierten und mit UV-Strahlung
(30 mJ/cm2, 2 h) beziehungsweise mit Etoposid (20 µM, 2 h)
induzierten nukleären und zytoplasmatischen Zellextrakten
von HeLa Zellen. Von den Zellextrakten wurden je 16 µg
Protein auf einem 10 % SDS-Polyacrylamidgel analysiert. Für
die Western-Blot Analyse wurden Antikörper gegen PARP-1
(oberste Membran), p65 (mittlere Membran) und p50 (unterste
Membran) verwendet. M = Proteinmarker.
4.1.2 THP-1 Zellen
Von Monozyten ist bekannt, dass sie sich durch PMA-Stimulation zu Makrophagen-ähnlichen
Zellen differenzieren (115, 116). In Anlehnung an das Protokoll von Azuma, 2002 (116) wur-
den THP-1 Zellen während 48 h mit 200 nM PMA stimuliert. Die Makrophagen-ähnlichen
Zellen hafteten an der Oberfläche der Zellkulturschalen. Um in diesen Zellen NF-κB zu indu-
zieren, wurden sie nach der 48-stündigen Stimulation mit 200 nM PMA zusätzlich mit 5 µg
LPS pro ml Zellkulturmedium für weitere 2 h inkubiert (ebenfalls nach dem Protokoll von
Azuma, 2002 (116)). Sowohl von den stimulierten wie auch von unstimulierten Zellen wurden
nukleäre und zytoplasmatische Zellextrakte hergestellt. Diese wurden mittels SDS-PAGE
(10 % Gel) und Western-Blot analysiert (siehe Kapitel „Methoden und Material“). Es wurden
Antikörper gegen p65, p50 und RNS-Polymerase II (pol II) verwendet.
Da pol II (215 kDa) ausschliesslich im Zellkern vorkommt, konnte durch deren Nachweis im
nukleären nicht aber im zytoplasmatischen Zellextrakt nachgewiesen werden, dass bei der
Präparation der Zellextrakte die Proteine des Zellkerns nicht ins Zytoplasma übergetreten
waren. p65 und p50 kamen in der unstimulierten Zelle mehrheitlich im Zytoplasma vor (Fi-
gur 5). Die Signale dieser beiden Proteine waren im Zellkern ohne Stimulation der Zellen
sehr schwach. Nach der Differenzierung zu Makrophagen-ähnlichen Zellen durch PMA war
im Vergleich zu den unstimulierten Zellen mehr p50 im Zellkern nachweisbar. Die Signale








wesentlich von den Signalen im unstimulierten Zellextrakt. Nach zusätzlicher Stimulation der
Makrophagen-ähnlichen Zellen mit LPS stieg die Konzentration von p50 im Zellkern weiter
an. Auch die Menge an p65 nahm nun im Zellkern deutlich zu, wobei die Konzentrationen
von p65 und p50 im Zytoplasma nach der LPS-Stimulation abnahmen. Die Resultate zeigten,
dass NF-κB mit LPS in Makrophagen-ähnlichen THP-1 Zellen induziert werden konnte.
Figur 5 Stimulation von THP-1 Zellen mit PMA oder mit PMA und LPS
– 48 h 48 h – 48 h 48 h PMA
M – – 2 h – – 2 h LPS
(kDa) nukleär zytoplasmatisch
Western-Blot Analyse von uninduzierten und mit PMA (200 nM,
48 h) beziehungsweise mit PMA / LPS (200 nM, 48 h / 5 µg/ml,
2 h) stimulierten nukleären und zytoplasmatischen Zellextrakten
von THP-1 Zellen. Von den Zellextrakten wurden je 16 µg Pro-
tein auf einem 10 % SDS-Polyacrylamidgel analysiert. Für die
Western-Blot Analyse wurden Antikörper gegen RNS-Polyme-
rase II (pol II) (oberste Membran), p65 (mittlere Membran) und
p50 (unterste Membran) verwendet.
4.1.3 Jurkat Zellen
NF-κB kann in Jurkat Zellen mit PMA induziert werden. Dazu wurde ein modifiziertes Proto-
koll nach jenem von Busuttil, 2002 (117) verwendet. Mit 20 ng PMA pro ml Zellkulturmedium
(entspricht 32 nM) während 1 h, wie im Originalprotokoll beschrieben, konnte nur p50 nicht
aber p65 induziert werden (Resultate nicht gezeigt). Deshalb wurde die PMA-Konzentration
auf 100 nM erhöht. Mit dieser Konzentration wurden verschiedene Inkubationszeiten getestet
(10 min, 30 min, 1 h und 4 h). In Anlehnung an die Stimulation der THP-1 Zellen wurden mit
PMA stimulierte Jurkat Zellen (100 nM, 4 h) zusätzlich mit 5 µg LPS pro ml Zellkulturmedium
während einer weiteren Stunde inkubiert. Sowohl von den stimulierten wie auch von unsti-
mulierten Zellen wurden nukleäre und zytoplasmatische Zellextrakte hergestellt. Diese wur-
den mittels SDS-PAGE (10 % Gel) und Western-Blot analysiert (siehe Kapitel „Methoden
und Material“). Es wurden Antikörper gegen p65, p50 und pol II verwendet.
Da pol II ausschliesslich im Zellkern vorkommt, konnte durch deren Nachweis im nukleären
aber nicht im zytoplasmatischen Zellextrakt nachgewiesen werden, dass bei der Präparation
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der Zellextrakte die Proteine des Zellkerns nicht ins Zytoplasma übergetreten waren. Im Zell-
kern konnte bereits nach 10 min PMA-Stimulation (100 nM) eine Zunahme von p65 und p50 
beobachtet werden (Figur 6). Anschliessend nahm die Konzentration dieser Proteine konti-
nuierlich ab (bis 4 h), um dann nach LPS-Stimulation wieder stark anzusteigen. Im 
Zytoplasma waren im Verlauf der Stimulation nur geringe Änderungen der p65-Konzentration 
feststellbar, wohingegen die Menge an p50 stetig zunahm. Die höchsten Konzentrationen 
von p65 und p50 im Zellkern wurden nach 10 min PMA-Stimulation und nach 4 h PMA / 1 h 
LPS-Stimulation beobachtet. 
 
Figur 6 Stimulation von Jurkat Zellen mit PMA allein oder mit PMA und LPS 
 
  – 10‘ 30‘ 1 h 4 h 4 h – 10‘ 30‘ 1 h 4 h 4 h PMA 










Western-Blot Analyse von uninduzierten und mit PMA (100 nM; 10 min, 30 min, 1 h oder 4 h) bezie-
hungsweise mit PMA / LPS (100 nM, 4 h / 5 g/ml, 1 h) stimulierten nukleären und zytoplasmatischen 
Zellextrakten von Jurkat Zellen. Von den Zellextrakten wurden je 16 g Protein auf einem 10 % SDS-
Polyacrylamidgel analysiert. Für die Western-Blot Analyse wurden Antikörper gegen pol II (oberste 
Membran), p65 (mittlere Membran) und p50 (unterste Membran) verwendet. 
 
4.1.4 Hodgkin Zellen 
Die spezielle Eigenschaft der Hodgkin Zelllinie ist, dass in ihr NF-B konstitutiv aktiviert ist 
und dadurch vermehrt im Zellkern vorkommt. Deshalb wurden Hodgkin Zellen nicht stimu-
liert. Bei der Präparation des nukleären Zellextraktes wurde zudem beobachtet, dass die 
Kernmembran bei Zugabe von Puffer A+ sehr schnell für Proteine durchlässig wurde. Um ein 
Übertreten von Kernproteinen ins Zytoplasma zu verhindern, wurde für die Präparation des 
Zellextraktes Puffer A+ mit 0.08 % (v/v) NP-40 verwendet (anstelle von 0.1 %, siehe Kapitel 




anti pol II 
anti p65 
anti p50 
(kDa) nukleär zytoplasmatisch 
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4.1.5 Protease- und Nuklease-Tests
Alle nukleären Zellextrakte wurden auf das Vorhandensein sowohl von Proteasen als auch
von Nukleasen getestet (siehe Kapitel „Methoden und Material“). Nukleasen würden die in
der Reaktion enthaltenden DNS-Sonden und die Kompetitor-DNS verdauen. Andererseits
würden die Proteine des nukleären Zellextraktes durch Proteasen verdaut werden. Deshalb
war es essentiell, dass alle im Oligo-Pulldown Assay eingesetzten nukleären Zellextrakte frei
von diesen Enzymen waren oder diese Enzyme durch die zu den Puffern gegebenen Inhibi-
toren effizient gehemmt wurden. Dies konnte mit den Protease- und Nuklease-Tests bestä-
tigt werden (Resultate nicht gezeigt).
4.2 Übersicht über das System des Oligo-Pulldown Assays
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine in vitro Methode entwickelt, mit welcher mit-
tels einer spezifischen DNS-Sonde NF-κB-abhängige Enhanceosomen aus nukleären
Zellextrakten isoliert werden konnten (siehe Kapitel „Projektbeschreibung“). Mit Enhanceo-
som wird die Gesamtheit der an einen Promotor eines bestimmten Gens gebundenen Pro-
teine bezeichnet. Dazu wurde das System des Oligo-Pulldown Assays weiterentwickelt. Der
Assay setzt sich aus vier aufeinanderfolgenden Schritten zusammen:
1. Präparation von nukleären Zellextrakten von stimulierten oder nicht stimulierten Zellen
2. Rekonstitution des Enhanceosoms an der DNS-Sonde
3. Waschschritte zur Entfernung von ungebundenen Proteinen und unbiotinylierter DNS
4. Auftrennung der isolierten Proteine mittels SDS-PAGE und anschliessende Analyse
durch Western-Blot oder Silberfärbung
Die in vitro Rekonstitution des Enhanceosoms erfolgte durch Inkubation von nukleärem
Zellextrakt mit einer biotinylierten DNS-Sonde, welche spezifische Bindungssequenzen für
NF-κB enthielt, und mit Streptavidin-gekoppelten magnetischen Beads (Kügelchen) in Bin-
dungspuffer. Die DNS-Sonde wurde dabei über die sehr starke Biotin-Streptavidin-Interaktion
an die Beads gebunden. Gleichzeitig konnte sich an der DNS-Sonde das Enhanceosom
rekonstituieren. Die Koppelung von magnetischen Beads und DNS-Sonde erlaubte es, das
an die Sonde rekrutierte Enhanceosom mit Hilfe eines Magneten ohne grossen Aufwand von
den übrigen Zellkernproteinen zu trennen. Um unspezifische Bindungen von Proteinen an
die biotinylierte DNS-Sonde zu minimieren, wurde ein Überschuss an unspezifischer, unbio-
tinylierter DNS zur Reaktion gegeben. Im Anschluss an den Bindungsschritt wurde die bio-
tinylierte DNS-Sonde mit den gebundenen Proteinen mehrmals mit Waschpuffer gewaschen.
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Nach dem letzten Waschschritt wurden die angereicherten Protein-DNS-Beads-Komplexe in
einem geringen Volumen von Ladepuffer für SDS-PAGE resuspendiert und während 5 min
bei 100 °C erhitzt. Durch die Erhitzung und das im Puffer enthaltene SDS wurden die Pro-
teine denaturiert und so von der DNS-Sonde gelöst. Die Beads wurden mit Hilfe eines
Magneten von den in Lösung gegangenen Proteinen getrennt. Anschliessend wurden die
isolierten Proteine mittels SDS-PAGE analysiert. Einen Überblick über den Ablauf des Oligo-
Pulldown Assays gibt Figur 7.
Figur 7 Das Prinzip des Oligo-Pulldown Assay
Schematische Darstellung des Ablaufs des Oligo-Pulldown Assays. Der nukleäre Zellextrakt wurde mit
der biotinylierten DNS, der unspezifischen DNS und den magnetischen Beads inkubiert (1.). Dabei
banden die biotinylierten DNS-Stücke einschliesslich der an sie gebundenen Proteine an das
Streptavidin auf den magnetischen Beads. Ein Teil der Proteine band an die unbiotinylierte DNS (2.).
Anschliessend an die Inkubation wurden die Beads mit einem Magneten an den Rand des Eppendorf-
tubes gezogen (3.). Nach dem Entfernen der Flüssigkeit und nachfolgendem dreimaligem Waschen
der magnetischen Beads, blieben nur noch die magnetischen Beads mit den an sie gebundenen DNS-
Stücken und den daran haftenden Proteinen übrig (4.). Die nicht gebundenen Proteine und die
unbiotinylierte DNS mit gebundenen Proteinen wurden während der Waschschritte entfernt. (       = un-
biotinylierte unspezifische DNS;        = biotinylierte spezifische DNS;     = Proteine (aus dem nukle-
ären Zellextrakt);     = magnetische Beads)
4.3 Optimierung des Oligo-Pulldown Assays
In den ersten Experimenten wurden die Bindungseigenschaften von NF-κB an spezifische
Bindungssequenzen auf der DNS-Sonde analysiert. Dazu wurden anstelle von vollständigen
Promotorsequenzen kurze Oligonukleotide verwendet, welche ausschliesslich zwei Bin-
dungssequenzen für NF-κB enthielten. So konnte eine indirekte Beeinflussung der Bindung
von NF-κB an seine DNS-Sequenz durch andere Promotorsequenzen ausgeschlossen wer-
den. Um komplette Enhanceosomen an die DNS zu rekrutieren, wurden in den darauffolgen-
den Experimenten Teile der Promotorsequenzen des long terminal repeat (LTR) des
menschlichen Immundefizienz-Virus (HIV) Typ 1 und des Toll-like Rezeptor 2 (TLR-2) der
Maus verwendet.
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4.3.1 Ermittlung der Bindungsspezifität von NF-κB an die κB-Konsensus-
Sonde
In den ersten Experimenten sollte überprüft werden, ob NF-κB in vitro an eine biotinylierte
und an magnetische Beads gekoppelte DNS-Sonde mit spezifischen Bindungssequenzen für
NF-κB gebunden werden konnte. Dazu wurde die κB-Konsensus-Sonde verwendet, welche
einer DNS-Sequenz entspricht, wie sie auch für Electromobility Shift Assays (EMSA) benutzt
wird (13). Auf der κB-Konsensus-Sonde befanden sich zwei identische Bindungssequenzen
für NF-κB. Mit Hilfe der ∆κB-Konsensus-Sonde, deren NF-κB-Bindungssequenzen je sechs
Punktmutationen aufwiesen, und der unbiotinylierten κB- beziehungsweise der ∆κB-Kompe-
titor-DNS (siehe Kapitel „Methoden und Material“) konnte zudem die Spezifität dieser Bin-
dung überprüft werden. Der Oligo-Pulldown Assay wurde wie im Kapitel „Methoden und
Material“ beschrieben durchgeführt, wobei nukleärer Zellextrakt von mit UV-Strahlung indu-
zierten HeLa Zellen verwendet wurde. Die isolierten Proteine wurden mit einem 10 % SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschliessend mittels Western-Blot analysiert. Es wurden
Antikörper gegen p65 und p50 verwendet.
Die Western-Blot Resultate zeigten, dass p65 und p50 an die κB-, nicht aber an die
∆κB-Konsensus-Sonde banden (Figur 8). Zudem konnte die Bindung von p65 und p50 an
die κB-Konsensus-Sonde durch die Zugabe eines zehnfachen Überschusses an unbiotiny-
lierter κB-Kompetitor-DNS verhindert werden. Ein entsprechender Überschuss an unbiotiny-
lierter ∆κB-Kompetitor-DNS im Reaktionsgemisch hatte im Gegensatz dazu keinen Effekt auf
die Bindung.
Figur 8 Spezifität der Bindung von p65 und p50 an die κB-Konsensus-Sonde
nZE
M – ∆κB κB κB κB Konsensus-Sonde
(kDa) – – – κB ∆κB Kompetitor-DNS
Western-Blot Analyse eines Oligo-Pulldown Assays mit der κB-
beziehungsweise der ∆κB-Konsensus-Sonde. In der ersten
Spalte wurden 10 µg des nukleären Zellextraktes (nZE) aus
UV-induzierten HeLa Zellen analysiert. Es wurden Antikörper







4.3.2 Optimierung des Oligo-Pulldown Assays für die HIV-LTR- und die
TLR-2-Sonden
Die Experimente mit der κB-Konsensus-Sonde zeigten, dass p65 und p50 spezifisch an die
NF-κB-Bindungssequenz rekrutiert wurden. Das nächste Ziel war nun die Rekrutierung von
Enhanceosomen an mit Beads gekoppelte DNS-Sonden. Dabei durfte die Bindung der Pro-
teine sterisch nicht durch die Beads behindert werden. Die κB-Konsensus-Sonde konnte für
diesen Zweck nicht verwendet werden, weil sich deren NF-κB-Bindungssequenzen, bedingt
durch die Kürze der Sonde (45 bp), sehr nahe an den Beads befanden. Deshalb mussten
längere DNS-Sonden hergestellt werden. Es wurden Ausschnitte aus natürlich vorkommen-
den Promotorsequenzen des HIV-LTR (714 bp) und des Promotors des TLR-2-Gens der
Maus (326 bp) gewählt. Ein weiterer Vorteil dieser beiden Sonden war, dass sie Bindungs-
sequenzen für mehrere Transkriptionsfaktoren enthielten, unter anderem auch für NF-κB.
Diese ermöglichten die Bindung von weiteren im nukleären Zellextrakt vorkommenden Tran-
skriptionsfaktoren an die DNS-Sonde und konnten dadurch zur Bildung von Enhanceosomen
beitragen. Versuche zeigten, dass die Bindungsbedingungen, wie sie für die κB-Konsensus-
Sonde gewählt worden waren, nicht für diese viel längeren HIV-LTR- und TLR-2-Sonden
übernommen werden konnten (Resultate nicht gezeigt). Aus diesem Grunde mussten fol-
gende Parameter optimiert werden:
• Bindungsbedingungen: 1. Temperatur und Inkubationszeit
2. pH-Wert des Bindungspuffers
3. Salzkonzentration im Bindungspuffer
• Waschbedingungen: pH-Wert und Salzkonzentration im Waschpuffer
• Art der Kompetitor-DNS
• Verhältnis von Kompetitor-DNS zu DNS-Sonde
Dabei musste berücksichtigt werden, dass ein möglichst vollständiges Enhanceosom von
den restlichen Kernproteinen getrennt werden sollte. Deshalb war es wichtig, dass die Reak-
tionsbedingungen einerseits so gewählt wurden, dass die Rekonstitution des kompletten En-
hanceosoms an der DNS-Sonde möglich war, andererseits jedoch die Bindung der unspezi-
fisch an die DNS bindenden Proteine soweit wie möglich verhindert wurde.
29
4.3.2.1 Optimierung von Bindungszeit und -temperatur
Die erforderliche Bindungszeit und -temperatur sind beide entscheidend von der Länge der
eingesetzten DNS-Sonde abhängig, und wurden deshalb mit der HIV-LTR-Sonde optimiert.
Da diese Sonde die längste der zur Verfügung stehenden Sonden war, konnte davon ausge-
gangen werden, dass die für diese Sonde optimierten Bedingungen auch für die kürzeren
TLR-2- und pGL3-Sonden galten.
Bei einer Bindungszeit von 2 h und einer Bindungstemperatur von 4 °C, wie sie für die Ver-
suche mit der κB-Konsensus-Sonde gewählt wurden, konnte bei der HIV-LTR-Sonde keine
Bindung von NF-κB erreicht werden (Resultate nicht gezeigt). Deshalb wurden für die HIV-
LTR-Sonden drei verschiedene Bindungstemperaturen getestet (23 °C, 30 °C und 37 °C).
Die Inkubationszeiten variierten zwischen 45 min und 5 h. Das Reaktionsvolumen von 200 µl
enthielt 80 µg nukleären Zellextrakt von PMA induzierten Jurkat Zellen (1 h, 32 nM), 2 µg
κB-HIV-LTR-Sonde und 1 µg poly-dA/oligo-dT als Kompetitor-DNS. Die Proteine des nukleä-
ren Zellextraktes wurden bei einer Salzkonzentration von 70 mM und einem pH-Wert von 8.0
gebunden. Die übrigen Komponenten entsprachen den Bedingungen, wie sie im Kapitel
„Methoden und Material“ aufgeführt sind. Der Waschpuffer enthielt 70 mM NaCl. Im
Anschluss an den Oligo-Pulldown Assay wurden die Proteine mit Hilfe von SDS-PAGE
(10 % Gel) und Western-Blot analysiert (Antikörper gegen p65 und p50). Als optimale Bedin-
gungen erwiesen sich eine Bindungstemperatur von 30 °C während einer Inkubationszeit
von 3 h (Figur 9).
Figur 9 Optimierung von Bindungszeit und -temperatur
M
(kDa) 90’ 3 h 5 h Bindungszeit
Western-Blot Analyse eines Oligo-Pulldown As-
says mit der κB-HIV-LTR-Sonde und einer Bin-
dungstemperatur von 30 °C. Es wurden Antikör-







4.3.2.2 Optimierung der pH-Bedingungen im Bindungspuffer
Der pH-Wert beeinflusst die elektrische Ladung und damit auch die Tertiärstruktur und Funk-
tion von Proteinen. So werden durch die veränderte Ladung sowohl die Interaktionen von
Proteinen untereinander als auch die DNS-Bindungseigenschaften der Proteine beeinflusst.
Aus diesem Grunde war es von grosser Wichtigkeit, den optimalen pH-Wert des Bindungs-
puffers zu bestimmen.
In einem ersten Schritt wurden pH-Werte von 8.0, 7.8 und 7.5 getestet. Dabei enthielt das
Reaktionsvolumen von 200 µl 80 µg nukleären Zellextrakt von PMA induzierten Jurkat Zellen
(1 h, 32 nM), 2 µg HIV-LTR-Sonde und 1 µg poly-dA/oligo-dT als Kompetitor-DNS. Die
unterschiedlichen pH-Werte wurden alle mit entsprechenden Tris-HCl-Lösungen realisiert.
Die NaCl-Konzentration betrug sowohl im Bindungs-, als auch im Waschpuffer 70 mM. Die
übrigen Komponenten entsprachen den Bedingungen, wie sie im Kapitel „Methoden und
Material“ aufgeführt sind. Die isolierten Proteine wurden mit einem 10 % SDS-Polyacryla-
midgel aufgetrennt und anschliessend mittels Western-Blot analysiert. Dazu wurden Antikör-
per gegen p65 und p50 verwendet.
Aus diesem Versuch war ersichtlich, dass bei einem pH-Wert von 7.5 mehr p65 und p50 an
die κB-HIV-LTR-Sonde banden, als bei den höheren pH-Werten (Resultate nicht gezeigt).
Deshalb wurde der gleiche Versuch mit pH-Werten von 7.5, 7.0 und 6.8 wiederholt. Bei
einem pH-Wert von 7.0 konnten deutlich mehr p65 und p50 an die DNS-Sonde binden als
bei einem pH-Wert von 7.5 (Figur 10). Eine Absenkung des pH-Wertes auf 6.8 brachte aller-
dings keine weitere Verbesserung der Bindung von NF-κB an die κB-HIV-LTR-Sonde. Aus
diesen Experimenten ging demzufolge hervor, dass im Bindungspuffer ein pH-Wert von 7.0
optimal war.
Figur 10 Optimierung der pH-Bedingungen im Bindungspuffer
M κB ∆κB κB κB HIV-LTR-Sonde
(kDa) 7.5 7.5 7.0 6.8 pH-Wert
Western-Blot Analyse eines Oligo-Pulldown Assays
mit der κB- beziehungsweise ∆κB-HIV-LTR-Sonde.
Es wurden Antikörper gegen p65 (obere Membran)






4.3.2.3 Optimierung der Salzkonzentration im Bindungspuffer
Die Salzkonzentration ist ein weiterer Parameter, der die Interaktion zwischen Proteinen und
deren Bindungsverhalten zur DNS wesentlich beeinflussen kann. Für den Oligo-Pulldown
Assay war es wichtig, dass die Salzkonzentration einerseits nicht zu tief gewählt wurde,
damit möglichst wenig unspezifisch an die DNS bindende Proteine im Oligo-Pulldown Assay
isoliert wurden. Andererseits durfte sie aber auch nicht zu hoch sein, um die Rekonstitution
des Enhanceosoms an der DNS-Sonde nicht zu behindern. Um die für den Oligo-Pulldown
Assay optimale Salzkonzentration zu eruieren, wurden folgende NaCl-Konzentrationen im
Bindungspuffer getestet: 70 mM, 110 mM, 150 mM, 200 mM und 300 mM. Für jede dieser
Salzkonzentrationen wurden 80 µg nukleärer Zellextrakt von PMA induzierten Jurkat Zellen
(1 h, 32 nM) in einem Reaktionsvolumen von 200 µl mit 800 ng κB-TLR-2-, ∆κB-TLR-2-
beziehungsweise pGL3-Sonde (Negativkontrolle, siehe Kapitel „Methoden und Material“) und
1 µg linearisiertem pGL3-Vektor als Kompetitor-DNS inkubiert. Jeder Versuchsansatz wurde
mit einem Waschpuffer gewaschen, welcher die gleiche Salzkonzentration aufwies wie der
jeweilige Bindungspuffer. Die übrigen Komponenten entsprachen den Bedingungen, wie sie
im Kapitel „Methoden und Material“ aufgeführt sind. Nach dem Waschschritt wurden die
isolierten Proteine mittels SDS-PAGE (10 % Gel) und Western-Blot analysiert. Dazu wurden
Antikörper gegen p65 und p50 verwendet. Die Versuchsansätze mit den κB-TLR-2- und den
pGL3-Sonden wurden doppelt geführt und die isolierten Proteine mit Hilfe von SDS-PAGE
(10 % Gel) aufgetrennt. Danach wurden die Proteinbanden mittels Silberfärbung sichtbar
gemacht.
Je höher die Salzkonzentration im Bindungspuffer war, desto weniger Proteine konnten auf
dem mit Silber gefärbten SDS-Polyacrylamidgel nachgewiesen werden (Resultate nicht
gezeigt). Bis zu einer Konzentration von 200 mM war diese Abnahme allerdings nur gering.
Erst bei 300 mM NaCl war eine starke Verringerung der an die DNS-Sonde gebundenen
Proteinmenge feststellbar. Mit der Western-Blot Analyse konnte p50 bis zu einer NaCl-Kon-
zentration von 150 mM in den Versuchsansätzen mit der κB-TLR-2-Sonde und bei 110 mM
auch mit der ∆κB-TLR-2- und der pGL3-Sonde nachgewiesen werden (Figur 11). Das Signal
für p65 war bis zu einer Salzkonzentration im Bindungspuffer von 150 mM in den Ansätzen
mit der κB-TLR-2-Sonde sichtbar, wobei zwischen 110 mM und 150 mM eine geringe
Abnahme des Signals beobachtet wurde. p65 konnte auch in den Versuchsansätzen mit den
∆κB-TLR-2- und den pGL-3-Sonden nachgewiesen werden, am stärksten bei 110 mM. Diese
unspezifische Bindung wurde allerdings durch eine Erhöhung der Salzkonzentration auf
150 mM deutlich reduziert. Als optimale Salzkonzentration im Bindungspuffer wurden auf-
grund dieser Ergebnisse 150 mM NaCl ermittelt, da bei dieser Konzentration einerseits die
Bindung von NF-κB an die κB-TLR-2-Sonde nicht stark beeinträchtigt, andererseits aber
dessen Bindung an die ∆κB-TLR-2- und die pGL3-Sonde deutlich reduziert wurde.
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Figur 11 Optimierung der Salzkonzentration im Bindungspuffer
M κB κB ∆κB pGL3 κB ∆κB pGL3 κB ∆κB pGL3 κB ∆κBpGL3 DNS-Sonde
(kDa)70 mM 110 mM 150 mM 200 mM 300 mM Salzkonz.
Western-Blot Analyse eines Oligo-Pulldown Assays mit der κB-TLR-2-, ∆κB-TLR-2- und der
pGL3-Sonde. Es wurden Antikörper gegen p65 (obere Membran) und p50 (untere Membran)
verwendet.
4.3.2.4 Optimierung der Salzkonzentration im Waschpuffer
Während dem Oligo-Pulldown Assay wurden die DNS-Sonden nach dem Binden der Pro-
teine mehrmals mit Waschpuffer gewaschen, um nicht gebundene Proteine von den an die
Sonden gebundenen Proteinen zu trennen. Mit den DNS-Sonden wurden jedoch nicht nur
die gewünschten Enhanceosomen isoliert, sondern auch Proteine, welche unspezifisch an
die DNS binden können. Um die Menge dieser unspezifisch bindenden Proteine zu reduzie-
ren, sollte die höchstmögliche Salzkonzentration im Waschpuffer bestimmt werden, bei wel-
cher NF-κB noch nicht von der DNS-Sonde dissoziierte. Je höher diese war, desto mehr
Interaktionen zwischen Proteinen untereinander und zwischen Proteinen und der DNS wur-
den gelöst. Bei einer optimalen Salzkonzentration im Waschpuffer sollten möglichst viele der
unspezifisch an die DNS-Sonden gebundenen Proteine von dieser dissoziieren. Die Bindung
von NF-κB an seine Bindungssequenzen auf der DNS-Sonde durfte hingegen durch die
Salzkonzentration nicht beeinträchtigt werden. Um die optimale Salzkonzentration im
Waschpuffer zu eruieren, wurde folgender Versuch durchgeführt: 80 µg nukleärer Zellextrakt
von PMA induzierten Jurkat Zellen (1 h, 32 nM) wurden mit 800 ng κB-TLR-2-, ∆κB-TLR-2-
beziehungsweise pGL3-Sonde (Negativkontrolle) und 1 µg linearisiertem pGL3-Vektor als
Kompetitor-DNS in einem Reaktionsvolumen von 200 µl inkubiert. Die übrigen Komponenten
entsprachen den Bedingungen, wie sie im Kapitel „Methoden und Material“ aufgeführt sind.
Nach dem Binden der Proteine an die DNS-Sonden im Bindungspuffer mit 150 mM NaCl
wurden die Versuchsansätze bei vier verschiedenen Salzkonzentrationen gewaschen:
150 mM, 190 mM, 230 mM und 270 mM. Die isolierten Proteine wurden mit einem 10 %
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschliessend mittels Western-Blot analysiert. Dabei
wurden Antikörper gegen p65 und p50 verwendet. Die Versuchsansätze mit den κB-TLR-2-
und den pGL3-Sonden wurden wiederum doppelt geführt und die isolierten Proteine mittels







Auf dem mit Silber gefärbten SDS-Polyacrylamidgel konnte bei Erhöhung der Salzkonzen-
tration im Waschpuffer keine Reduktion der Proteinbanden beobachtet werden (Resultate
nicht gezeigt). Mit der Western-Blot Analyse war eine deutliche Abnahme des an die
κB-TLR-2-Sonde gebundenen p65 und p50 zwischen 190 mM und 230 mM NaCl im Wasch-
puffer feststellbar (Resultate nicht gezeigt). Bei 190 mM war der Unterschied von gebunde-
nem NF-κB zwischen der κB-TLR-2- und den ∆κB-TLR-2- und pGL3-Sonden am ausge-
prägtesten. Aus diesem Grunde wurde in den späteren Versuchen im Waschpuffer eine
NaCl-Konzentration von 190 mM gewählt. Dieses Experiment machte deutlich, dass NF-κB
bei einer tieferen Salzkonzentration im Waschpuffer von der DNS-Sonde dissoziierte als un-
spezifisch an die DNS bindende Proteine. Folglich konnte auf diese Weise die notwendige
Reduktion der unspezifisch an die DNS-Sonde bindenden Proteine nicht erreicht werden.
Deshalb wurde im nächsten Schritt das Augenmerk auf die Kompetitor-DNS in der Bindungs-
reaktion gerichtet, welche als Ziel-DNS für unspezifisch bindende Proteine, nicht jedoch für
NF-κB dienen sollte.
4.3.2.5 Optimierung der Kompetitor-DNS
Unspezifisch an die DNS bindende Proteine können die Bildung von NF-κB-abhängigen En-
hanceosomen an der DNS-Sonde beeinträchtigen, indem sie Bindungssequenzen für NF-κB
oder andere Transkriptionsfaktoren bedecken. Um dies zu verhindern, wurde während des
Oligo-Pulldown Assays Kompetitor-DNS zur Reaktionslösung gegeben, welche die unspezi-
fisch an die DNS bindenden Proteine von den DNS-Sonden fernhalten sollte. Dabei musste
die Kompetitor-DNS in einem Überschuss gegenüber der DNS-Sonde in der Reaktion vor-
handen sein. In früheren Versuchen wurde als Kompetitor-DNS poly-dA/oligo-dT oder linea-
risierter pGL3-Vektor verwendet. In diesem Experiment wurden zwei verschiedene Konzen-
trationen von durch Hind III linearisiertem pGL3-Vektor (Länge: 4818 bp) mit pGL3-Kompe-
titor-DNS (Länge: 402 bp) verglichen. Die pGL3-Kompetitor-DNS wurde mittels PCR aus
leerem pGL3-Vektor hergestellt und entsprach der pGL3-Sonde, war aber nicht biotinyliert
(siehe Kapitel „Methoden und Material“). 80 µg nukleärer Zellextrakt von PMA induzierten
Jurkat Zellen (1 h, 32 nM) wurden mit 800 ng κB-TLR-2-, ∆κB-TLR-2- beziehungsweise
pGL3-Sonde (Negativkontrolle) und mit 1 µg beziehungsweise 7.5 µg linearisiertem pGL3-
Vektor oder 7.5 µg pGL3-Kompetitor-DNS in einem Reaktionsvolumen von 200 µl inkubiert.
Die übrigen Komponenten entsprachen den Bedingungen, wie sie im Kapitel „Methoden und
Material“ aufgeführt sind. Im Anschluss an den Oligo-Pulldown Assay wurden die Proteine
mit Hilfe von SDS-PAGE (10 % Gel) und Western-Blot (Antikörper gegen p65 und p50) ana-
lysiert. Die Versuchsansätze mit den κB-TLR-2- und den pGL3-Sonden wurden doppelt
geführt, die isolierten Proteine mittels SDS-PAGE (10 % Gel) aufgetrennt und die Protein-
banden mit Silberfärbung sichtbar gemacht.
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Auf dem mit Silber gefärbten SDS-Polyacrylamidgel konnten bezüglich der Menge der ge-
bundenen Proteine keine Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsansätzen beob-
achtet werden (Resultate nicht gezeigt). Mit der Western-Blot Analyse konnte gezeigt wer-
den, dass die Bindung von NF-κB an die κB-TLR-2-Sonde durch die Kompetitor-DNS nicht
beeinflusst wurde (Figur 12). Hingegen wurde eine deutliche Abnahme der Bindung von p65
und p50 an die ∆κB-TLR-2- und die pGL3-Sonde in den Versuchsansätzen mit der pGL3-
Kompetitor-DNS im Vergleich zu jenen mit dem linearisierten pGL3-Vektor festgestellt. Mit
der pGL3-Kompetitor-DNS konnte somit eine gewisse Reduktion der unspezifisch an die
DNS-Sonde bindenden Proteine erreicht werden.
Erstaunlicherweise spielte nicht nur die absolute Menge an linearer DNS, sondern auch
deren Länge eine entscheidende Rolle. Der linearisierte pGL3-Vektor ist mit 4818 bp Länge
12 mal länger als die pGL3-Kompetitor-DNS (402 bp). Da von beiden Arten von Kompetitor-
DNS die gleiche Menge (7.5 µg) zugegeben wurde, enthielten die Reaktionen mit pGL3-
Kompetitor-DNS 12-mal mehr freie DNS-Moleküle wie jene mit dem linearisierten pGL3-Vek-
tor. 7.5 µg pGL3-Kompetitor-DNS entsprechen einem 11-fachen Überschuss an Kompetitor-
DNS-Molekülen gegenüber den DNS-Sonden. Da der Effekt auf dem durch Silber gefärbten
SDS-Polyacrylamidgel jedoch gering war, musste die Menge an Kompetitor-DNS in den
späteren Experimenten noch zusätzlich erhöht werden.
Figur 12 Optimierung der Kompetitor-DNS
κB ∆κB pGL3 κB ∆κB pGL3 κB ∆κB pGL3 TLR-2-/pGL3-Sonde
M pGL3/Hind III pGL3/Hind III pGL3-Komp. Kompetitor-DNS
(kDa) 1 µg 7.5 µg 7.5 µg Kompetitormenge
Western-Blot Analyse eines Oligo-Pulldown Assays mit der κB-TLR-2-Sonde, der ∆κB-
TLR-2-Sonde und der pGL3-Sonde. Es wurden Antikörper gegen p65 (obere Membran)






4.3.2.6 Optimierung des Verhältnisses von Kompetitor-DNS zu DNS-Sonde
Mit dem Einsatz des pGL3-Kompetitors banden p65 und p50 spezifisch an die κB-TLR-2-
Sonde. Wurden die Versuchsansätze allerdings auf einem mit Silber gefärbten SDS-Polyac-
rylamidgel analysiert, konnte zwischen den Versuchsansätzen mit den verschiedenen DNS-
Sonden (κB-TLR-2- und pGL3-Sonde) dennoch kein unterschiedliches Bandenmuster beob-
achtet werden (siehe Kapitel „Optimierung der Kompetitor-DNS“). Daraus wurde geschlos-
sen, dass mit der DNS-Sonde noch immer zu viele unspezifisch an die DNS bindende Pro-
teine isoliert wurden, welche die gesuchten Proteinbanden überdeckten. Deshalb wurde im
nächsten Schritt die Menge des pGL3-Kompetitors verdoppelt. Eine Reduktion der unspezi-
fisch an die DNS-Sonde bindenden Proteine kann auch dadurch erzielt werden, dass die
Menge der an die Beads gekoppelten Sonde selbst im Versuchsansatz so weit wie möglich
vermindert wurde. Dabei musste jedoch gewährleistet werden, dass die Isolierung der
NF-κB-Komplexe nicht wesentlich beeinträchtigt wurde. Im folgenden Experiment wurde die
Menge an DNS-Sonde von der ursprünglichen Menge (800 ng DNS-Sonde und 60 µg
Beads) auf die Hälfte (400 ng DNS-Sonde und 30 µg Beads) beziehungsweise auf einen
Viertel (200 ng DNS-Sonde und 15 µg Beads) reduziert. Es wurden 80 µg nukleärer Zellex-
trakt von PMA induzierten Jurkat Zellen (1 h, 32 nM) mit der entsprechenden Menge an
κB-TLR-2-, ∆κB-TLR-2- beziehungsweise pGL3-Sonde (Negativkontrolle) und 15 µg pGL3-
Kompetitor-DNS in einem Reaktionsvolumen von 500 µl inkubiert. Das Reaktionsvolumen
wurde gegenüber früheren Versuchen erhöht, um eine Aggregation der magnetischen Beads
während der Inkubation zu verhindern. Die übrigen Komponenten entsprachen den Bedin-
gungen, wie sie im Kapitel „Methoden und Material“ aufgeführt sind. Die isolierten Proteine
wurden mit Hilfe von SDS-PAGE (10 % Gel) und Western-Blot (Antikörper gegen p65 und
p50) analysiert. Die Versuchsansätze mit den κB-TLR-2- und den pGL3-Sonden wurden
doppelt geführt und die isolierten Proteine mittels SDS-PAGE (10 % Gel) aufgetrennt.
Danach wurden die Proteinbanden mittels Silberfärbung sichtbar gemacht.
Auf dem mit Silber gefärbten SDS-Polyacrylamidgel nahm die Intensität der Proteinbanden
proportional mit der eingesetzten Menge an DNS-Sonde ab (Figur 13 A). Bei der Western-
Blot Analyse konnte eine gute Spezifität der Signale von p65 und p50 für die κB-TLR-2-
Sonde beobachtet werden (Figur 13 B). Die Signale blieben bei 400 ng κB-TLR-2-Sonde
gegenüber der Ausgangsmenge unverändert. Bei einer weiteren Reduktion auf 200 ng DNS-
Sonde nahmen die Signale sowohl für p65 als auch für p50 deutlich ab. Aus diesem Experi-
ment ist ersichtlich, dass eine Menge von 400 ng DNS-Sonde optimal ist. Dies entspricht






Figur 13 Optimierung des Verhältnisses von Kompetitor-DNS zu DNS-Sonde
A M nZE κB pGL3 κB pGL3 κB pGL3 TLR-2-/pGL3-Sonde
(kDa) 800 ng 400 ng 200 ng Menge der Sonde
B M nZE κB ∆κB pGL3 κB ∆κB pGL3 κB ∆κB pGL3 TLR-2-/pGL3-Sonde
(kDa)  800 ng 400 ng 200 ng Menge der Sonde
Silbergelanalyse (A) und Western-Blot Analyse (B) eines Oligo-Pulldown Assays, bei dem
unterschiedliche Mengen an DNS-Sonden (200-800 ng) eingesetzt wurden. In den ersten Spuren nach
dem Proteinmarker wurden 8 µg (Silbergel) beziehungsweise 16 µg (Western-Blot) nukleärer Zell-
extrakt analysiert, was 10 % beziehungsweise 20 % der im Oligo-Pulldown Assay eingesetzten Menge








4.4 Analyse von Proteinbanden mittels Massenspektrometrie
4.4.1 Auf tren n un g der im Oli go - Pu ll do w n As s ay iso l ie rt e n Prot e in e mit te ls 
SDS-PAG E
Um Proteinbanden mit der Methode der Massenspektrometrie analysieren zu können, wur-
den die Proteinfraktionen mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteinbanden mit Silber
gefärbt. Für die Analyse wurden Proteine gewählt, welche spezifisch an die κB-Sonde ban-
den (TLR-2 oder HIV-LTR). Es interessierten also Proteinbanden, die bei den Versuchsan-
sätzen mit den κB- und ∆Sp1-TLR-2-Sonden beziehungsweise mit der κB-HIV-LTR-Sonde
erschienen, nicht jedoch bei jenen mit den ∆κB-TLR-2- und pGL3-Sonden beziehungsweise
mit der ∆κB-HIV-LTR-Sonde. Die gewünschten Banden wurden mit einem Skalpell so eng
wie möglich aus dem mit Silber gefärbten SDS-Polyacrylamidgel ausgeschnitten und bis zur
weiteren Analyse bei –80 °C tiefgefroren. Damit die Proteinbanden problemlos einzeln aus-
geschnitten werden konnten, mussten sie im SDS-Polyacrylamidgel möglichst weit auf-
getrennt werden. Deshalb wurde für diese Versuche ein Gel von 17 cm Länge benutzt (an-
statt 6 cm wie in früheren Experimenten). Da für die Massenspektrometrieanalyse ein hohes
Protein/Gel-Verhältnis erforderlich ist, mussten die Proteinbanden so schmal wie möglich
und scharf abgegrenzt sein. Deshalb wurden alle Versuchsansätze doppelt geführt und die
isolierten Proteine auf zwei SDS-Polyacrylamidgelen mit unterschiedlichen Gehalten an
Polyacrylamid (7.5 % und 12 %) analysiert. Dadurch konnten unterschiedliche Grössenbe-
reiche optimal aufgetrennt werden: Mit dem 7.5 % Gel werden Proteine mit einem Moleku-
largewicht zwischen 50 und 150 kDa und mit dem 12 % Gel solche im Bereich zwischen
15 und 80 kDa optimal aufgetrennt.
Um die Ausnützung des im nukleären Zellextrakt vorhandenen NF-κB während dem Oligo-
Pulldown Assay zu verbessern, wurde in diesem Experiment die DNS-Sonde (inklusive
Beads) bei konstanter Menge an nukleärem Zellextrakt verdoppelt. Weil das im vorherge-
henden Experiment ermittelte optimale Verhältnis von DNS-Sonde zu Kompetitor-DNS (1:44)
eingehalten werden sollte, wurde auch deren Menge verdoppelt. 80 µg nukleärer Zellextrakt
von mit PMA induzierten Jurkat Zellen (1 h, 32 nM) wurden mit 800 ng κB-TLR-2-, ∆κB-TLR-
2- ∆Sp1-TLR-2- beziehungsweise pGL3-Sonde und 30 µg pGL3-Kompetitor in einem Reak-
tionsvolumen von 1 ml inkubiert. Die übrigen Komponenten entsprachen den Bedingungen,
wie sie im Kapitel „Methoden und Material“ aufgeführt sind. Zusätzlich wurde ein Versuchs-
ansatz mit uninduziertem nukleärem Zellextrakt von Jurkat Zellen und der κB-TLR-2-Sonde
hergestellt. Alle Versuchsansätze wurden doppelt geführt. Die isolierten Proteine wurden mit
Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt (7.5 % und 12 % Gel) und die Gele anschliessend mit Sil-
ber gefärbt.
38
Auf dem 7.5 % Gel wurde eine gute Auftrennung auch im hochmolekularen Bereich beob-
achtet, das heisst bei einem Molekulargewicht von über 100 kDa (Figur 14). Als Nachteil bei
diesem Gel erwies sich allerdings, dass die Banden v.a. von kleineren Proteinen (Molekular-
gewicht unter 100 kDa) verbreitert dargestellt wurden, wodurch das Protein/Gel-Verhältnis
negativ beeinflusst wurde. Ein 7.5 % SDS-Polyacrylamidgel eignete sich somit nicht zur
Massenspektrometrieanalyse von Proteinbanden mit einem Molekulargewicht unter 100 kDa.
Im Gegensatz dazu wurden auf dem 12 % Gel Proteine mit einem Molekulargewicht von
über 70 kDa sehr eng beieinander abgebildet. Dieses Gel würde sich dafür hervorragend
eignen um kleinere Proteine (Molekulargewicht unter 50 kDa) darzustellen. In diesem Expe-
riment konnten jedoch keine Proteine dieser Grösse nachgewiesen werden.
Sowohl auf dem 7.5 % als auch auf dem 12 % Gel konnten bezüglich des Bandenmusters
mehrere Unterschiede zwischen den einzelnen Spuren festgestellt werden. Diese sind in
Figur 14 mit nummerierten weissen Dreiecken markiert. Eine Doppelbande von sehr hohem
Molekulargewicht konnte nur in den Versuchsansätzen mit den TLR-2-Sonden nachgewie-
sen werden (κB-TLR-2-, ∆κB-TLR-2- und ∆Sp1-TLR-2-Sonde), nicht aber in jenem mit der
pGL3-Sonde (Dreiecke #1 und #2 auf dem 7.5 % Gel). Diese Proteine banden möglicher-
weise spezifisch an den TLR-2-Promotor, ihre Bindungsaffinität wurde allerdings nicht durch
die An- beziehungsweise Abwesenheit der NF-κB- oder Sp1-Bindungssequenzen beein-
flusst. Im Grössenbereich von 200 kDa wies das Bandenmuster der verschiedenen Ver-
suchsansätze gleich mehrere Unterschiede auf. Im Bereich des Dreiecks #3 war bei den
Spuren mit den κB-TLR-2-Sonden eine Doppelbande nachweisbar, bei den übrigen Ver-
suchsansätzen jedoch Einzelbanden, wobei diese nicht eindeutig der oberen oder unteren
Bande der Doppelbande zugeordnet werden konnten. Es könnte sich bei den Einzelbanden
jedoch auch um andere Proteine handeln, welche bei den κB-TLR-2-Sonden nicht erschie-
nen. Das Dreieck #4 auf dem 7.5 % Gel deutet auf eine Proteinbande, welche nur in den
Spuren mit den κB- und ∆Sp1-TLR-2-Sonden auftraten. In den Spuren mit der ∆κB-TLR-2-
und der pGL3-Sonde fehlte diese Proteinbande jedoch. Dieses Bandenmuster deutete auf
eine Spezifität des Proteines für die NF-κB-Sequenz auf dem TLR-2-Promotor hin. Das Pro-
tein band allerdings bereits im uninduzierten Zellextrakt an die Promotorsequenz. Ein weite-
res Protein konnte nur im Versuchsansatz mit der ∆κB-TLR-2-Sonde dargestellt werden
(Dreieck #5 auf dem 7.5 % Gel). Dieses Protein konnte möglicherweise nur in der Abwesen-
heit von NF-κB an den TLR-2-Promotor binden. Ein ähnliches Bild präsentierte sich auf dem
12 % Gel, wobei hier die oben erwähnten Proteinbanden zwar sehr scharf, aber zu nahe
beieinander abgebildet wurden, was eine Beurteilung verunmöglichte (Dreieck #7 auf dem
12 % Gel). Bei den Banden, welche auf beiden Gelen mit den Dreiecken #6 markiert sind,
handelte es sich vermutlich um die im Versuch eingesetzten DNS-Sonden und nicht um Un-
terschiede im Proteinbandenmuster. Entsprechende Banden konnten in allen bisherigen Sil-
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bergelen beobachtet werden. Die Grössenunterschiede werden dadurch erklärt, dass für die
κB-, ∆κB- und ∆Sp1-TLR-2-Sonden DNS-Moleküle von 475 bp Länge, für die pGL3-Sonde
jedoch DNS-Moleküle von 402 bp Länge verwendet wurden. Die DNS-Banden zeichneten
sich dadurch aus, dass sie je nach Polyacrylamidgehalt des Gels auf unterschiedlicher Höhe
bezüglich der Proteinmarker auftraten (ca. 60 kDa auf dem 7.5 % Gel und ca. 40 kDa auf
dem 12 % Gel) und sich gelborange anfärbten.
Figur 14 Auf tr ennung der im Oli go- Pull down Assay isol iert en Pr ot eine mit tels
SDS-PAGE
TLR-2 pGL3 TLR-2 pGL3
M nZE κB κB ∆κB ∆Sp1 M M nZE κB κB ∆κB ∆Sp1 M
(kDa)  ui i i i i (kDa) (kDa)  ui i i i i (kDa)
Silberfärbungen von 7.5 % (links) und 12 %
(rechts) SDS-Polyacrylamidgelen. Oberhalb jeder
Spur ist angefügt, welche TLR-2-/pGL3-Sonde und
welcher nukleäre Zellextrakt verwendet wurde
(ui = uninduzierter Zellextrakt, i = induzierter Zell-
extrakt). Auf beiden Gelen wurden in der zweiten
Spur je 8 µg nukleärer Zellextrakt (mit PMA indu-
ziert) analysiert, was 10 % der im Oligo-Pulldown
Assay eingesetzten Menge entspricht. Die numme-




























Zusammenfassend zeigte das 12 % Gel keine Vorteile gegenüber dem 7.5 % Gel und den
10 % Gelen, wie sie in früheren Versuchen verwendet wurden. Als Nachteil des 7.5 % Gels
verglichen mit 10 % Gelen erwies sich vor allem die schlechtere Darstellung der Proteinban-
den. Für die weiteren Experimente wurde aus diesem Grunde eine Polyacrylamidkonzentra-
tion von 10 % verwendet. Bei dieser Konzentration wurden Proteine im Grössenbereich, in
welchem sich die Unterschiede im Proteinbandenmuster darstellten, einerseits als scharfe
und schmale Banden abgebildet. Andererseits wurden die Banden aber trotzdem ausrei-
chend aufgetrennt, um das problemlose Ausschneiden zu ermöglichen.
4.4.2 Oligo-Pulldown Assay von THP-1, Jurkat und Hodgkin Zellextrakten mit
den TLR-2-, pGL3- und HIV-LTR-Sonden (Silbergel und Western-Blot
Analyse)
Da von den SDS-Polyacrylamidgelen der hier beschriebenen Experimente später Proben für
die Massenspektrometrieanalyse ausgeschnitten werden sollten, wurde bei der Zubereitung
der Proben grösste Sorgfalt gewahrt, um Kontaminationen der Versuchsansätze oder des
Gels mit Proteinen aus der Umgebung zu vermeiden. Es wurden nukleäre Zellextrakte von
drei Zelllinien verwendet: THP-1, Jurkat und Hodgkin Zellen. Von den THP-1 und Jurkat Zell-
linien wurden sowohl uninduzierte als auch induzierte, von der Hodgkin Zelllinie nur unindu-
zierte nukleäre Zellextrakte hergestellt. Es wurden die optimierten Zellinduktionsbedingungen
gewählt (siehe Kapitel „Induktion von NF-κB in verschiedenen Zelllinien“). Zusätzlich zu der
pGL3- (Negativkontrolle) und den drei TLR-2-Sonden wurden in diesem Versuch auch die
beiden HIV-LTR-Sonden eingesetzt. Um die Proteinbanden auf dem mit Silber gefärbten Gel
deutlicher zu sehen und das Protein/Gel-Verhältnis zu erhöhen, wurde die eingesetzte
Menge an nukleärem Zellextrakt von 80 µg auf 120 µg erhöht. Dabei wurden die anderen
Komponenten des Oligo-Pulldown Assays und das Reaktionsvolumen ebenfalls um den
Faktor 1.5 erhöht, damit die optimierten Verhältnisse zwischen den Komponenten beibehal-
ten wurden. Der Oligo-Pulldown Assay wurde mit den optimierten Versuchsbedingungen
durchgeführt (siehe Kapitel „Methoden und Material“). Für jede Zelllinie wurde je ein Ver-
suchsansatz mit induziertem Zellextrakt (bei der Hodgkin Zelllinie uninduziert) und der
κB-TLR-2-, ∆κB-TLR-2, ∆Sp1-TLR-2-, pGL3-, κB-HIV-LTR- und der ∆κB-HIV-LTR-Sonde
durchgeführt. Für die THP-1 und Jurkat Zelllinien wurde zusätzlich je ein Ansatz mit unindu-
ziertem Zellextrakt und der κB-TLR-2- beziehungsweise der κB-HIV-LTR-Sonde analysiert.
Die isolierten Proteine wurden mit 10 % SDS-Polyacrylamidgelen von 17 cm Länge und
1.5 mm Dicke aufgetrennt und die Gele anschliessend mit Silber gefärbt. Als Kontrolle wurde
ausserdem für jede Zelllinie eine Western-Blot Analyse durchgeführt, um die Spezifität der
NF-κB-Bindung an die verschiedenen Sonden zu belegen. Für diese Versuchsansätze wur-
den alle oben erwähnten DNS-Sonden mit induziertem (THP-1 und Jurkat Zelllinien) bezie-
hungsweise uninduziertem (Hodgkin Zelllinien) nukleärem Zellextrakt inkubiert. Die Konzen-
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trationen der Komponenten sowie das Reaktionsvolumen entsprach den Bedingungen, wie
sie im Kapitel „Methoden und Material“ aufgeführt sind. Für die Western-Blot Analyse wurde
ein 10 % SDS-Polyacrylamidgel und anschliessend ein Antikörper gegen p50 verwendet.
Auf den drei mit Silber gefärbten SDS-Polyacrylamidgelen konnten verschiedene Arten von
Proteinbanden beobachtet werden, welche zur besseren Übersicht anhand der folgenden
fünf Kriterien klassifiziert wurden:
1. Proteinbanden, die nur aus einer bestimmten Zelllinie isoliert wurden (Zelllinien-spezifi-
sche Banden).
2. Proteinbanden, die abhängig vom Stimulationszustand der Zelllinie isoliert wurden
(Stimulations-abhängige Banden).
3. Proteinbanden, die nur mit einer bestimmten Art von DNS-Sonde (z.B. HIV-LTR) isoliert
wurden (Sonden-spezifische Banden).
4. Proteinbanden, die nur mit einer bestimmten Form einer DNS-Sonde (z.B. κB-HIV-LTR-
Sonde) isoliert wurden (Sequenz-spezifische Banden).
5. Proteinbanden, die aus allen Zelllinien mit allen DNS-Sonden isoliert wurden (unspezifi-
sche Banden).
Mit der Silberfärbung der Gele wurden mehrheitlich unspezifische Proteinbanden nachge-
wiesen. Auf dem Silbergel mit den Versuchsansätzen der Hodgkin Zellextrakte wurden zu-
sätzlich Zelllinien-spezifische und Sonden-spezifische, aber keine Sequenz-spezifischen
Proteinbanden beobachtet. Im Gegensatz dazu konnten auf den mit Silber gefärbten Gelen,
mit welchen die THP-1 und Jurkat Zelllinien analysiert wurden, neben unspezifischen, Zellli-
nien- und Sonden-spezifischen zusätzlich Sequenz-spezifische und Stimulations-abhängige
Proteinbanden nachgewiesen werden (Figur 15). Insgesamt wurden neun Proteinbanden (in
Figur 15 mit nummerierten Dreiecken markiert) aus diesen beiden Gelen für die Analyse
mittels Massenspektrometrie ausgeschnitten (siehe Kapitel „Massenspektrometrieanalyse
von Proteinbanden“).
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Figur 15 Oligo-Pulldown Assay von THP-1 und Jurkat Zellextrakten mit den TLR-2-,
pGL3- und HIV-LTR-Sonden (Silbergelanalyse)
TLR-2 pGL3 HIV-LTR DNS-Sonde
M nZE κB κB ∆κB ∆Sp1 κB κB ∆κB Sondensequenz
(kDa)  ui i i i i ui i i Zellextrakt
Silbergelanalysen von Oligo-Pulldown Assays mit Jurkat (oberes Gel) und THP-1
Zellextrakten (unteres Gel). Mit weissen Dreiecken sind jene Proteinbanden markiert,
welche ausgeschnitten und mittels Massenspektrometrie analysiert wurden (siehe Ka-
pitel „Massenspektrometrieanalyse von Proteinbanden“). ui = uninduzierter, i = indu-
zierter nukleärer Zellextrakt (Jurkat: 4 h 100 nM PMA + 1 h 5 µg/ml LPS; THP-1: 48 h






















Mit der Western-Blot Analyse konnte nachgewiesen werden, dass p50 spezifisch an die
NF-κB-Bindungssequenz der DNS-Sonden band (Figur 16). Mit der κB-HIV-LTR-Sonde
konnte im Vergleich zur κB-TLR-2-Sonde weniger p50 isoliert werden, obwohl von beiden
Sonden die gleiche molare Menge zu den Versuchsansätzen beigegeben wurde. Ein mögli-
cher Grund dafür könnte in der Länge der Sonde liegen. Die HIV-LTR-Sonde ist knapp dop-
pelt so lang wie die TLR-2-Sonde.
Figur 16 Oligo-Pulldown Assay von THP-1, Jurkat und Hodgkin Zellextrakten mit den
TLR-2-, pGL3- und HIV-LTR-Sonden (Western-Blot Analyse)
M nZE TLR-2 pGL3 HIV-LTR TLR-2-/pGL3-Sonde
(kDa)  κB ∆κB ∆Sp1 κB ∆κB Sondensequenz
Western-Blot Analyse von induzierten (THP-1 und Jurkat Zelllinien) bezie-
hungsweise uninduzierten (Hodgkin Zelllinien) nukleären Zellextrakten mit
TLR-2-, pGL3- und HIV-LTR-Sonden. Es wurde ein Antikörper gegen p50
verwendet. In der ersten Spur wurden 16 µg des entsprechenden nukleä-
ren Zellextraktes (nZE) analysiert, was 20 % der im Oligo-Pulldown Assay
eingesetzten Menge entspricht.
4.4.3 Massenspektrometrieanalyse von Proteinbanden
Für die Massenspektrometrieanalyse von Proteinbanden wurden die mit Silber gefärbten
SDS-Polyacrylamidgele mit nukleären Zellextrakten der THP-1 und Jurkat Zelllinien verwen-
det, welche im Kapitel „Oligo-Pulldown Assay von THP-1, Jurkat und Hodgkin Zellextrakten
mit den TLR-2-, pGL3- und HIV-LTR-Sonden (Silbergel und Western-Blot Analyse)“
beschrieben wurden (Figur 15). Es wurden primär NF-κB-abhängige Proteinbanden ausge-
wählt. Das heisst es wurden Banden analysiert, welche bei den Versuchsansätzen mit den
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mutierter NF-κB-Bindungssequenz beziehungsweise bei der pGL3-Sonde, welche keine NF-
κB-Bindungssequenz besass (Sequenz-spezifische Proteinbanden). Zusätzlich interessier-
ten auch Proteinbanden, welche nur mit einer bestimmten Sonde nachgewiesen werden
konnten, wie zum Beispiel die Bande #5, die nur mit der TLR-2-Sonde isoliert werden konnte
(Sonden-spezifische Proteinbande) (Figur 15). Die Bande #8 wurde nur mit einer ganz
bestimmen Sonden-Sequenz isoliert (∆κB-TLR-2-Sonde) und wurde deshalb ebenfalls ana-
lysiert. Da bei den Silbergelen mit den THP-1 und Jurkat Zellextrakten teilweise analoge
Proteinbandenmuster beobachtet wurden, wurden einander entsprechende Banden nur von
einer Zelllinie analysiert. Insgesamt wurden neun Proteinbanden ausgeschnitten und mittels
Massenspektrometrie analysiert (in Figur 15 mit nummerierten Dreiecken markiert). Die
Massenspektrometrieanalysen wurden einerseits am Institute de Biochimie der Universität
Lausanne, andererseits am Functional Genomics Center Zürich durchgeführt. Die Ergeb-
nisse der Analysen sind in Tabelle 3 zusammengestellt.















von Name ID-Nr. Grösse
(kDa)
#1 Jurkat κB-HIV-LTR >300 IBL Keratin 44-70
#2 Jurkat κB-HIV-LTR ca. 160 IBL kein Protein
gefunden
#3 Jurkat κB-HIV-LTR ca. 80 IBL KIAA1455 Protein BAA95979 195
#4 Jurkat κB-HIV-LTR ca. 190 IBL Keratin 44-70
#5 Jurkat κB-TLR-2 >300 FGCZ Keratin 44-70
#6 Jurkat κB-TLR-2 ca.250 FGCZ Keratin 44-70
#7 Jurkat κB-TLR-2 ca. 212 FGCZ Keratin 44-70






AAH51192 78#9 THP-1 κB-HIV-LTR ca. 100 FGCZ
Keratin 44-70
(IBL = Institute de Biochimie Lausanne; FGCZ = Functional Genomics Center Zürich)
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Bei der Analyse von Bande #3 konnte das menschliche Protein „KIAA1455“ identifiziert
werden. In der Bande #9 wurde das menschliche Protein „Splicing factor proline/glutamine
rich (polypyrimidine tract binding protein associated)“ nachgewiesen. Beide Proteine wurden
im Rahmen von Genomanalysen in den Jahren 2000 beziehungsweise 2002 über die
entsprechenden Gene entdeckt (118, 119). Das berechnete Molekulargewicht der
identifizierten Proteine entspricht zwar nicht dem Molekulargewicht der entsprechenden
Banden, doch kann die Unstimmigkeit mit Proteolyse beziehungsweise posttranslationeller
Modifikation erklärt werden, worauf im Kapitel „Diskussion“ näher eingegangen wird. Des
weiteren wurde in der Bande #9 menschliches Keratin nachgewiesen. Da die verschiedenen
Formen von menschlichem Keratin ein Molekulargewicht zwischen 44 und 70 kDa haben, ist
davon auszugehen, dass es sich hierbei um Verunreinigungen des Silbergels oder der
Proteinbanden nach dem Ausschneiden handelte. In sechs der neun analysierten
Proteinbanden wurde als alleiniges Protein menschliches Keratin identifiziert (#1 und #4-8).
Die Analyse von Bande #2 führte nicht zur Identifikation eines Proteins. Bei dieser
Proteinbande wurde vermutlich die Nachweisgrenze der Massenspektrometrieanalyse
unterschritten.
4.5 Untersuchung der Interaktion von NF-κB und IκBα an der
NF-κB-Promotorsequenz
Mit diesem Experiment wurde untersucht, ob sich das Versuchsystem des Oligo-Pulldown
Assays auch dazu eignete, Protein-Protein-Interaktionen an der NF-κB-Bindungssequenz
mittels Western-Blot Analysen zu untersuchen. Da noch nicht restlos geklärt ist, wie die
Transkriptionsaktivität von an die DNS gebundenem NF-κB beendet wird, sollte dies anhand
der konkreten Fragestellung geschehen, ob NF-κB durch IκBα von seiner Promotorsequenz
entfernt werden kann und ob IκBα die Bindung von NF-κB an die DNS verhindern kann.
Für dieses Experiment wurde rekombinanter IκBα verwendet, der mit Glutathion S-Transfe-
rase (GST) fusioniert war. Um eine Beeinflussung des Assays durch GST auszuschliessen,
wurden alle Versuchsansätze zusätzlich mit einem zweiten GST-gekoppelten Protein durch-
geführt (GST-PARP-1). Für den Oligo-Pulldown Assay wurden die κB-Konsensus- und die
κB-HIV-LTR-Sonden und nukleärer Zellextrakt von mit Etoposid induzierten HeLa Zellen ein-
gesetzt (20 µM, 2 h). Die GST-gekoppelten Proteine wurden in einem 100-fachen molaren
Überschuss im Vergleich zu den DNS-Sonden zum Reaktionsgemisch gegeben. Der Ver-
such wurde wie im Kapitel „Methoden und Material“ beschrieben durchgeführt. Die isolierten
Proteine wurden durch SDS-PAGE (10 % Gel) aufgetrennt und mit Western-Blot analysiert.
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Mit dem Oligo-Pulldown Assay wurden folgende drei Versuchsreihen entworfen:
sim: GST-PARP-1 beziehungsweise GST-IκBα wurden zusammen mit den übrigen
Komponenten der Bindungsreaktion zugegeben. Durch die gleichzeitige Inku-
bation von IκBα und dem nukleären Zellextrakt konnte untersucht werden, ob
die Anwesenheit von IκBα die Bindung von NF-κB an seine Bindungssequenz
auf der DNS-Sonde verhinderte.
post nZE-: GST-PARP-1 beziehungsweise GST-IκBα wurden nach dem Binden der nukle-
ären Proteine an die DNS-Sonden zu den gewaschenen Beads gegeben, d.h.
ungebundene Proteine des nukleären Zellextraktes wurden bereits entfernt. Mit
diesen Versuchsansätzen konnte erforscht werden, ob IκBα allein in der Lage
war, gebundenes NF-κB von seiner Bindungssequenz zu entfernen.
post nZE+: GST-PARP-1 beziehungsweise GST-IκBα wurden nach der 15-stündigen Inku-
bation der Bindungsreaktion zugefügt, d.h. die Proteine des nukleären Zelllex-
traktes waren noch im Reaktionsgemisch vorhanden. Falls NF-κB durch IκBα
alleine nicht von den DNS-Sonden entfernt würde, konnte mit diesen Versuchs-
ansätzen überprüft werden, ob von IκBα andere Komponenten aus dem nukleä-
ren Zellextrakt benötigt wurden, um die Bindung von NF-κB an seine Bindungs-
sequenz zu beenden.
Für die Versuchsreihe „sim“ wurde der Oligo-Pulldown Assay auch ohne Zugabe von rekom-
binanten Proteinen durchgeführt. Durch Vergleich dieses Versuchsansatzes mit jenen, bei
welchen GST-IκBα beziehungsweise GST-PARP-1 zugegeben wurde, konnte bestimmt
werden, wie gross der Einfluss der zugegebenen Proteine auf die Menge an isoliertem
NF-κB war.
Mit dieser Versuchsanordnung konnte gezeigt werden, dass NF-κB in Anwesenheit von
GST-IκBα im Reaktionsgemisch nicht mehr an seine Bindungssequenzen auf den DNS-
Sonden band (Figur 17). Durch die Zugabe von GST-IκBα nach dem Binden der Proteine an
die DNS-Sonden und dem Waschen der Beads konnte gebundenes NF-κB nicht von seiner
Bindungssequenz entfernt werden. Auch wenn zu an die DNS-Sonde gebundenem NF-κB
GST-IκBα zugegeben wurde, ohne die Proteine des nukleären Zellextraktes zu entfernen,
war IκBα nicht in der Lage, mit Hilfe der vorhandenen nukleären Proteine die Bindung von
NF-κB an die DNS zu beenden. Der Einsatz von GST-PARP-1 beeinträchtigte die Bindung
von NF-κB an die DNS-Sonde in keiner Versuchsreihe. Daraus konnte geschlossen werden,
dass die mit IκBα beobachteten Effekte nicht durch GST hervorgerufen wurden. Die Art der
im Oligo-Pulldown Assay eingesetzten DNS-Sonde hatte keinen Einfluss auf das Resultat.
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Aus den Ergebnissen dieses Versuches konnte geschlossen werden, dass IB unter den 
gewählten Bedingungen nicht in der Lage ist, die Dissoziation von NF-B von der DNS zu 
bewirken. Zudem konnte demonstriert werden, dass sich das System des Oligo-Pulldown 
Assays auch für die Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen an der NF-B-Bin-
dungssequenz mittels Western-Blot Analysen eignete. 
 
Figur 17 Interaktion von NF-B und IB an der NF-B-Promotorsequenz 
 
 M – P IB P IB P IB zugegebenes Protein 










Western-Blot Analyse eines Oligo-Pulldown Assays zur Untersuchung der Interaktion von 
NF-B und IB an der B-Konsensus-Sonde (obere Membran) und der HIV-LTR-Sonde 
(untere Membran). Es wurde ein Antikörper gegen p65 verwendet. P = GST-PARP-1; 










Seit der Entdeckung der NF-κB/Rel-Proteine im Jahre 1986 (1) wurde diese Proteinfamilie
intensiv erforscht. Denn es wird vermutet, dass NF-κB ein Schlüsselprotein bei vielen Krank-
heitsprozessen wie zum Beispiel der Entzündung oder der Krebsentstehung ist (120). Heute
sind viele Regulationsmechanismen und Funktionen dieser Proteine bekannt und es werden
immer neue Stimuli beschrieben, welche über die Aktivierung von NF-κB eine Zellantwort
auslösen. Auch die Liste der Gene, welche durch NF-κB reguliert werden, wird ständig
erweitert. Noch wenig bekannt ist allerdings über die Vorgänge vom Zeitpunkt der Bindung
von NF-κB an seine Promotorsequenz bis zum Start der Transkription des entsprechenden
Gens. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit der Oligo-Pulldown Assay zu einem einfa-
chen Versuchsystem weiterentwickelt, welches es ermöglichte, diese Vorgänge zu erfor-
schen. Dazu wurde diese Arbeit in folgende Teile gegliedert: Im ersten Schritt wurden
verschiedene Zelllinien ausgewählt und in diesen mit geeigneten Stimuli die Induktion von
NF-κB bewirkt. Anschliessend wurde der Oligo-Pulldown Assay für verschiedene DNS-
Sonden optimiert. Mit dem Oligo-Pulldown Assay wurden Enhanceosomen aus drei unter-
schiedlichen menschlichen Zelllinien mit zwei verschiedenen Promotorsequenzen isoliert und
analysiert. Jene Proteinbanden, welche eine NF-κB-Abhängigkeit zeigten, wurden mittels
Massenspektrometrie untersucht. Zum Schluss konnte gezeigt werden, dass sich der Oligo-
Pulldown Assay auch zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen am Ort des
Promotors eines Gens eignete, und die Frage beantwortet werden, ob IκBα in der Lage ist,
NF-κB von seiner Bindungssequenz zu entfernen.
5.1 Aktivierung von NF-κB in verschiedenen Zelllinien
Um NF-κB-abhängige Enhanceosomen mit dem Oligo-Pulldown Assay isolieren zu können,
musste in den eingesetzten nukleären Zellextrakten so viel NF-κB wie möglich in aktiver
Form vorliegen. In den folgenden menschlichen Krebszelllinien konnte die Aktivität von
NF-κB induziert werden: In HeLa Zellen (Zervixkarzinomzellen), THP-1 Monozyten und Jur-
kat T-Lymphozyten. Zusätzlich wurde die Hodgkin-Krebszelllinie (B-Lymphozyten) einge-
setzt, da in dieser NF-κB auch ohne Stimulation eine hohe Aktivität aufweist.
HeLa Zellen wurden mit Etoposid (20 µM, 2 h) oder UV-Strahlung (30 mJ/cm2) stimuliert.
Obwohl bei diesen Bedingungen eine starke Translokation von NF-κB in den Zellkern erzielt
wurde, erwies sich diese Zelllinie als ungeeignet für den Oligo-Pulldown Assay, weil NF-κB
bereits im unstimulierten Zustand in hoher Konzentration und in aktiver Form im Zellkern
vorlag. Für die Auswertung der Versuche mit den TLR-2- und den HIV-LTR-Sonden wurde
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aber zusätzlich zu den stimulierten Zellextrakten eine Zellextraktkontrolle mit tiefer nukleärer
NF-κB-Aktivität benötigt.
Da es sich bei den THP-1 Zellen um eine Monozytenzelllinie handelt, konnten sie sich durch
Stimulation mit PMA (200 nM, 48 h) zu Makrophagen-ähnlichen Zellen differenzieren. Nach
diesem Schritt war nur ein geringer Anstieg von p50 im Zellkern zu beobachten. Erst nach
zusätzlicher Stimulation mit LPS (5 µg/ml, 2 h), stieg die Menge an p65/p50 im Zellkern stark
an. Demzufolge war NF-κB in den THP-1 Zellen mit einer Kombination von PMA und LPS
ausgezeichnet induzierbar. Diese Beobachtungen decken sich mit den von Azuma, 2002
(117) publizierten Resultaten.
Jurkat Zellen, welche mit PMA stimuliert wurden (100 nM), zeigten bereits nach 10 min eine
deutliche Zunahme von p65/p50 im Zellkern. Mit längerer Stimulation nahm die nukleäre
Konzentration dieser beiden Proteine stetig ab. Wurden die Zellen nach 4-stündiger PMA-
Stimulation zusätzlich mit LPS stimuliert (5 µg/ml, 1 h), so stieg die Menge an p65/p50 im
Zellkern wieder stark an. Auch in dieser Zelllinie erwies sich NF-κB als gut induzierbar.
5.2 Optimierung des Oligo-Pulldown Assays
In früheren Arbeiten wurde die Bindungsaffinität von Proteinen zu spezifischen DNS-
Sequenzen, welche an Beads gekoppelt waren, dazu benutzt, um diese Proteine entweder
zu isolieren oder um die Charakteristika ihrer Bindungsaffinität genauer zu erforschen (121-
124). Es wurden DNS-Affinitätsreinigungsmethoden entwickelt, mit denen Transkriptions-
faktoren aus vorgereinigten Extrakten durch Bindung an ihre spezifische Promotorsequenz
isoliert werden konnten (121). Diese Methoden wurden zu einem einfachen und wenig
arbeitsintensiven Versuchsystem weiterentwickelt, mit dem NF-κB-abhängige Enhanceoso-
men mittels einer DNS-Sonde aus nukleären Zellextrakten isoliert werden konnten. Dieses
Versuchsystem unterschied sich in mehreren essentiellen Punkten, welche bei der Weiter-
entwicklung des Oligo-Pulldown Assays berücksichtigt werden mussten, von den herkömmli-
chen Methoden:
1. Die Proteine des Zielkomplexes und deren Bindungseigenschaften waren abgesehen
von NF-κB unbekannt.
2. Es sollte ein möglichst komplettes Enhanceosom und nicht nur ein einzelner Transkrip-
tionsfaktor isoliert werden.
3. Der nukleäre Zellextrakt durfte nicht vorgereinigt sein, um keine potentiellen Bindungs-
partner von NF-κB zu verlieren.
4. Durch die Versuchsbedingungen des Oligo-Pulldown Assays durften Protein-Protein-
Interaktionen im Enhanceosom nicht gestört werden, um dieses so vollständig wie mög-
lich zu isolieren.
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Der Oligo-Pulldown Assay besitzt mehrere Vorteile gegenüber herkömmlichen Methoden zur
Analyse von Interaktionen zwischen Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel der Immunprä-
zipitation von Proteinen mittels Antikörpern. Während bei einer Immunpräzipitation das Ziel-
protein direkt vom Antikörper, welcher an Beads gekoppelt ist, durch Protein-Protein-Interak-
tion gebunden wird und dadurch unter Umständen Bindungspartner des Zielproteins ver-
drängt werden, kann dieses Problem beim Oligo-Pulldown Assay vermieden werden. Auch
werden durch die DNS-Protein-Interaktion Konformationsänderungen in den Transkriptions-
faktoren induziert, welche deren Interaktionseigenschaften und damit die Zusammensetzung
des Enhanceosoms beeinflussen können. Deshalb ist es für die Analyse von Enhanceoso-
men wichtig, dass diese in Anwesenheit von DNS isoliert werden, damit sie möglichst in ihrer
natürlichen Zusammensetzung vorliegen. Der grösste Nachteil der Immunpräzipitation liegt
jedoch in der Tatsache, dass die Isolierung des Zielproteins anhand seiner strukturellen
Merkmale erfolgt und nicht, wie beim Oligo-Pulldown Assay, anhand seiner funktionellen
Eigenschaften als Transkriptionsfaktor. Mit dem Oligo-Pulldown Assay können auch Kompo-
nenten des Enhanceosoms nachgewiesen werden, welche entweder nicht direkt an den zu
untersuchenden Transkriptionsfaktor binden oder, wie oben erwähnt, nur mit diesem inter-
agieren, wenn er an die DNS gebunden und in aktiver Form vorliegt. Zusammenfassend
können mittels Immunpräzipitation nur direkte Protein-Protein-Interaktionen zwischen Tran-
skriptionsfaktoren nachgewiesen werden. Ob diese allerdings am Ort des Promotors oder
auf einer anderen Ebene der Aktivierungskaskade in vivo eine Rolle spielen, kann damit
nicht beantwortet werden. Das System des Oligo-Pulldown Assays sollte deshalb die Vor-
gänge am Promotor aus einem anderen Blickwinkel beleuchten und so zum Verständnis des
Aufbaus von Enhanceosomen beitragen.
Das System des Oligo-Pulldown Assays wurde stufenweise optimiert. In einem ersten Schritt
konnte NF-κB mit einer synthetischen NF-κB-Konsensussequenz als DNS-Sonde aus nukle-
ärem Zellextrakt isoliert und die Spezifität dieser Bindung folgendermassen nachgewiesen
werden: War die κB-Konsensus-Sequenz zusätzlich zur DNS-Sonde in freier Form und im
Überschuss im Reaktionsgemisch vorhanden, konnte kein p65/p50 mit der Sonde isoliert
werden. Im Gegensatz dazu wurde die Bindung von p65/p50 an seine Bindungssequenz
durch einen Überschuss einer an drei Basen mutierten NF-κB-Bindungssequenz nicht
beeinflusst. Wurde hingegen die mutierte NF-κB-Bindungssequenz als DNS-Sonde einge-
setzt, wurde die Bindung wiederum verhindert.
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Trotz der guten Bindungsspezifität von NF-κB an der κB-Konsensus-Sonde, zeigte diese
Sonde mehrere Nachteile. Einerseits war sie sehr kurz, wodurch nicht ausgeschlossen wer-
den konnte, dass die Bindung der Proteine durch die Nähe zu den magnetischen Beads
möglicherweise negativ beeinflusst wurde. Andererseits enthielt diese Sonde nur zwei kurze
κB-Konsensus-Sequenzen aus NF-κB-abhängigen Promotoren. Da in natürlichen Promoto-
ren aber immer Bindungssequenzen für diverse Transkriptionsfaktoren vorhanden sind, wird
angenommen, dass die Kombination dieser Sequenzen in der Promotorregion die Zusam-
mensetzung des Enhanceosoms entscheidend beeinflusst. Als zweiter Faktor spielt der Akti-
vierungsstatus der Zelle und damit auch der einzelnen Transkriptionsfaktoren eine wesentli-
che Rolle. Im Oligo-Pulldown Assay konnten diese beiden Parameter durch die Wahl der
nukleären Zellextrakte (siehe Kapitel „Induktion von NF-κB in verschiedenen Zelllinien“) und
durch den Einsatz von geeigneten Promotorsequenzen als DNS-Sonden beeinflusst werden.
Deshalb wurden in einem nächsten Schritt Ausschnitte aus zwei natürlich vorkommenden
Promotorsequenzen (TLR-2-Promotor und HIV-LTR) als DNS-Sonden gewählt. Diese
unterschieden sich bezüglich Länge und Zusammensetzung der Bindungssequenzen für
Transkriptionsfaktoren voneinander. Es zeigte sich, dass die Reaktionsbedingungen für die
κB-Konsensus-Sonde nicht für die viel längeren TLR-2- und HIV-LTR-Sonden übernommen
werden konnten. Aus diesem Grunde mussten folgende Parameter für den Oligo-Pulldown
Assay mit den langen DNS-Sonden optimiert werden: Die Bindungsbedingungen (pH-Wert
und Salzkonzentration des Bindungspuffers, Inkubationstemperatur und -zeit), die Waschbe-
dingungen (pH-Wert und Salzkonzentration des Waschpuffers), die Art der Kompetitor-DNS
und das Verhältnis von Kompetitor-DNS zu DNS-Sonde.
Die Bindungsfähigkeit von NF-κB an die DNS-Sonde wurde massgeblich durch den pH-Wert
und die Salzkonzentration im Bindungspuffer beeinflusst. Die Wahl der Inkubationsbedin-
gungen hingegen hatte im Bereich der getesteten Temperaturen und Zeiten einen wesentlich
geringeren Einfluss. Eine tiefere Inkubationstemperatur konnte zudem durch eine längere
Inkubationszeit kompensiert werden. Mit den optimierten Bindungsbedingungen konnte
NF-κB spezifisch an die DNS-Sonden gebunden werden. Analysen mit durch Silber gefärb-
ten SDS-Polyacrylamidgelen zeigten jedoch, dass viele unspezifisch an die DNS bindende
Proteine ebenfalls mitisoliert wurden. Als wirksamste Methode, um diese Proteine von den
DNS-Sonden fernzuhalten, erwies sich die Zugabe von geeigneter Kompetitor-DNS zum
Reaktionsgemisch. Die Bindung von NF-κB an seine Bindungssequenz auf der DNS-Sonde
durfte dabei keinesfalls behindert werden. Eine Kompetitor-DNS von ähnlicher Länge wie die
DNS-Sonden zeigte einen viel grösseren Effekt als eine zehnmal längere DNS. Die Reduk-
tion der unspezifisch an die DNS-Sonden bindenden Proteine war proportional zur Menge an
zugegebener Kompetitor-DNS. Wegen dem grossen Aufwand bei der Herstellung dieser
Kompetitor-DNS wurde als maximale Menge im Reaktionsgemisch ein 44-facher Überschuss
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gegenüber der DNS-Sonde eingesetzt. Als weiteres Mittel, um die Bindung der unspezifi-
schen Proteine an die DNS-Sonde zu minimieren, wurde die Salzkonzentration im Wasch-
puffer soweit wie möglich erhöht, ohne dass NF-κB von der DNS gelöst wurde. Diese Mass-
nahme zeigte aber nur einen geringen Effekt auf die Reduktion der unspezifisch bindenden
Proteine.
Alle Versuchsparameter wurden für die Isolierung von p65/p50-Dimeren optimiert. Für die
Isolierung von anderen NF-κB-Dimeren müsste der Oligo-Pulldown Assay möglicherweise
wiederum optimiert werden. Zusammenfassend erwiesen sich folgende Bedingungen für den
Oligo-Pulldown Assay mit den TLR-2- und HIV-LTR-Sonden zur Isolierung von NF-κB
(p65/p50-Dimeren) als optimal:
• Bindungsbedingungen: Inkubationstemperatur: 30 °C, Inkubationszeit: 3 h
pH-Wert des Bindungspuffers: pH 7.0
Salzkonzentration im Bindungspuffer: 150 mM
• Waschbedingungen: pH-Wert im Waschpuffer: pH 7.0
Salzkonzentration im Waschpuffer: 190 mM
• Art der Kompetitor-DNS: pGL3-Kompetitor (402 bp)
• Verhältnis von Kompetitor-DNS zu DNS-Sonde: 44:1
Durch die Wahl dieser Bedingungen konnte erzielt werden, dass die Bindung von p65/p50 an
die TLR-2- und HIV-LTR-Sonden im Oligo-Pulldown Assay äusserst spezifisch war. In den
Silbergelanalysen wurden trotzdem viele Proteinbanden beobachtet, welche von unspezi-
fisch an die DNS bindenden Proteinen herrührten. Dennoch konnte in induzierten THP-1 und
Jurkat Zellen mit den TLR-2- und HIV-LTR-Sonden eine NF-κB-Abhängigkeit des Banden-
musters festgestellt werden. Für die Massenspektrometrieanalyse wurden mehrere dieser
Proteinbanden aus den Silbergelen ausgeschnitten. Es musste aber angenommen werden,
dass zahlreiche NF-κB-abhängige Proteinbanden auf den mit Silber gefärbten SDS-Poly-
acrylamidgelen nicht sichtbar waren, weil sie durch unspezifische Proteinbanden überdeckt
wurden. So konnten auf den Silbergelen auch keine Proteinbanden nachgewiesen werden,
welche p65 und p50 entsprachen, weil auf der Höhe von 65 kDa eine sehr prominente und
auf der Höhe von 50 kDa eine deutliche unspezifische Proteinbande verlief.
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5.3 Massenspektrometrieanalyse von Proteinbanden
Mit der Massenspektrometrieanalyse von neun Proteinbanden aus mit Silber gefärbten SDS-
Polyacrylamidgelen wurden in zwei Banden die menschlichen Proteine „KIAA1455“ (Bande
#3) beziehungsweise „Splicing factor proline/glutamine rich (polypyrimidine tract binding
protein associated)“ (Bande #9) nachgewiesen. Das Protein „KIAA1455“ wurde im Jahre
2000 indirekt über die Identifizierung des entsprechenden Gens entdeckt, welches für ein
1769 Aminosäuren langes Protein kodiert (118). Dies entspricht einem Molekulargewicht von
195 kDa, wohingegen die ausgeschnittene Bande 80 kDa entsprach. Dieser Widerspruch
könnte dadurch erklärt werden, dass dieses Protein nach der Translation proteolytisch
gespalten und deshalb nur ein Teil davon mit der κB-HIV-LTR-Sonde isoliert wurde. Das
Gen des Proteins „Splicing factor proline/glutamine rich (polypyrimidine tract binding protein
associated)“ wurde im Jahre 2002 zum ersten Mal im Rahmen der Herstellung von mehr als
15‘000 cDNS-Sequenzen beschrieben (119). Dieses Protein besteht aus 707 Aminosäuren,
was einem Molekulargewicht von 78 kDa entspricht. Das Protein wurde mit dem Oligo-
Pulldown Assay mit der κB-HIV-LTR-Sonde aus dem nukleären Zellextrakt von THP-1 Zellen
isoliert und bei einem Molekulargewicht von ca. 100 kDa aus dem Silbergel ausgeschnitten.
Dieses höhere Molekulargewicht könnte mit einer posttranslationellen Modifikation des Pro-
teins erklärt werden (zum Beispiel Phosphorylierung oder Azetylierung). Die Funktion dieser
beiden Proteine und ihre mögliche Bedeutung im Zusammenhang mit NF-κB-abhängigen
Enhanceosomen ist noch unklar. Diese müssen in Zukunft durch weitere Versuche unter-
sucht werden, wie zum Beispiel durch die Überexpression dieser Proteine in einer Zellkultur
oder durch die Herstellung von Knockout-Zellen, in welchen die Gene für diese Proteine
deletiert sind. Mittels der Messung der NF-κB-Aktivität in diesen Zellen könnte bestimmt
werden, ob die Transkription von NF-κB-abhängigen Genen beeinflusst wird. Eine andere
Möglichkeit bietet die Untersuchung von Protein-Protein- beziehungsweise von DNS-Protein-
Interaktionen mittels Immunpräzipitation oder Oligo-Pulldown Assay in Kombination mit der
Western-Blot Analyse. Dazu müssten allerdings spezifische Antikörper gegen diese beiden
Proteine hergestellt werden.
In sechs weiteren Proteinbanden wurde ausser Keratin kein anderes Protein identifiziert
(Banden #1 und #4-8). Das in diesen sechs und in der Bande #9 nachgewiesene menschli-
che Keratin stammte vermutlich von Verunreinigungen des Silbergels oder der Proteinban-
den nach dem Ausschneiden. Diese Banden entsprachen alle einem viel höheren Moleku-
largewicht, als das nachgewiesene Keratin besitzt (44 bis 70 kDa). Im Rahmen der Massen-
spektrometrieanalyse ist es unvermeidbar, dass Keratin aus der Umgebung mitanalysiert
und auch nachgewiesen wird. Die Tatsache, dass in einer Proteinbande gar kein Protein
gefunden wurde (Bande #2), spricht allerdings gegen eine übermässige Kontamination der
analysierten Silbergele mit Keratin.
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Obwohl mit jeder analysierten Bande eine auf dem Silbergel deutlich sichtbare Proteinbande
ausgeschnitten wurde, konnten nicht bei allen Banden Proteine nachgewiesen werden. Zwei
Gründe könnten dafür verantwortlich sein: Einerseits war das Protein/Gel-Verhältnis bei den
17 cm langen und 1.5 mm dicken SDS-Polyacrylamidgelen möglicherweise zu tief. Mit den
kleineren Gelen von 6 cm Länge und 1 mm Dicke wurde zwar ein deutlich besseres Pro-
tein/Gel-Verhältnis erreicht, die Auftrennung der Proteinbanden genügte jedoch den Anforde-
rungen der Massenspektrometrie nicht. Andererseits könnten die mit dem Oligo-Pulldown
Assay isolierten Proteine durch die Silberfärbung zu stark im SDS-Polyacrylamidgel fixiert
worden sein, was dazu führte, dass die Proteine für die Massenspektrometrieanalyse nicht
mehr aus dem Silbergel herausgelöst werden konnten. Dies könnte besonders bei geringen
Mengen an Proteinen auf dem SDS-Polyacrylamidgel ein Problem sein, da während der
Silberfärbung die zur Visualisierung der Proteine nötige Entwicklungszeit verlängert werden
muss.
5.4 Untersuchung der Interaktion von NF-κB und IκBα an der
NF-κB-Promotorsequenz
In diesem Teil des Projektes wurde gezeigt, dass durch IκBα die Bindung von NF-κB an
dessen Bindungssequenz zwar verhindert werden konnte, IκBα aber nicht in der Lage war,
die Dissoziation von an die DNS gebundenem NF-κB zu bewirken. Dieses Resultat wurde
weder durch die An- beziehungsweise Abwesenheit der Proteine aus dem nukleären Zellex-
trakt noch durch die Art der DNS-Sonde beeinflusst. Das Ergebnis dieses Experimentes
steht im Widerspruch mit dem von einigen Autoren publizierten Modell, dass IκBα das für die
Entfernung von NF-κB von der DNS verantwortliche Protein sei (12, 62). Diese Unstimmig-
keit könnte dadurch erklärt werden, dass IκBα für die Entfernung von NF-κB von seiner Bin-
dungssequenz auf Ko-Faktoren angewiesen ist, welche nicht im verwendeten nukleären
Zellextrakt vorkamen. Andererseits könnte aber für diesen Schritt ein anderes Protein als
IκBα verantwortlich sein, welches bis heute noch nicht bekannt ist.
Mit diesem Experiment wurde demonstriert, dass sich das Versuchsystem des Oligo-Pull-
down Assays auch dazu eignete, Protein-Protein-Interaktionen an der NF-κB-Bindungsse-
quenz mittels Western-Blot Analysen zu untersuchen. Mit diesem Experiment konnte das für
die Dissoziation von NF-κB von der DNS benötigte Protein zwar nicht bestimmt werden. Der
Oligo-Pulldown Assay bietet jedoch die Möglichkeit, in Zukunft Proteine, welche dafür in




Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, für welche Anwendungsbereiche
in der Erforschung von NF-κB sich der Oligo-Pulldown Assay eignet, aber auch wo die
Schwierigkeiten dieses Versuchsystems liegen. Bei diesem in vitro Versuchsystem können
die DNS-Sonde sowie der eingesetzte nukleäre Zellextrakt in beliebiger Weise variiert wer-
den. Zudem kann die Sequenz der DNS-Sonde gezielt mutiert werden und es besteht die
Möglichkeit, den Oligo-Pulldown Assay durch den Einsatz von rekombinanten Proteinen zu
modifizieren. Dadurch kann der Oligo-Pulldown Assay einfach und individuell an eine Viel-
zahl von Fragestellungen angepasst werden, was mit der Untersuchung der Interaktion von
NF-κB und IκBα an der NF-κB-Bindungssequenz eindrücklich demonstriert wurde. Da diese
Versuche mittels Western-Blot Analyse ausgewertet wurden, konnte von deren hohen Sensi-
tivität und Spezifität bei der Proteindetektion profitiert werden, wodurch auch mit relativ klei-
nen Proteinmengen aussagekräftige Resultate erzielt werden konnten. Mit der Kombination
von Oligo-Pulldown Assay und Silbergelanalysen konnten zwar NF-κB-abhängige Protein-
bandenmuster beobachtet werden. Die Massenspektrometrieanalyse von Proteinbanden aus
den mit Silber gefärbten SDS-Polyacrylamidgelen brachte jedoch nur teilweise befriedigende
Resultate. Dies ist vermutlich in erster Linie auf die geringe Menge an isolierten Proteinen
zurückzuführen. Als Nachteil erwies sich auch, dass mit der Silbergelanalyse im Gegensatz
zum Western Blot alle mit dem Oligo-Pulldown Assay isolierten Proteine, das heisst auch die
unspezifisch an die DNS bindenden Proteine detektiert wurden. Als Folge davon wurden
vermutlich einige der NF-κB-abhängigen Proteinbanden durch unspezifische Banden über-
deckt. Die grosse Anzahl an unspezifischen Proteinbanden erschwerte zudem das möglichst
präzise Ausschneiden von einzelnen Banden.
Abschliessend kann gesagt werden, dass sich der Oligo-Pulldown Assay in Kombination mit
der Western-Blot Analyse hervorragend für die Untersuchung der Mechanismen an NF-κB-
abhängigen Promotoren eignete. Beim Einsatz zur Isolierung von Proteinen für die Massen-
spektrometrieanalyse wurden jedoch auch die Schwierigkeiten dieses Versuchsystems deut-
lich. Wegen der Darstellung der interessierenden Proteinbanden mittels Silbergelanalyse
erwies sich diese Anwendung des Oligo-Pulldown Assays als eine relativ aufwändige und
heikle Methode zur Analyse von NF-κB-abhängigen Enhanceosomen.
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6 Methoden und Material
6.1 Zellkultur
6.1.1 Zelllinien
Folgende vier menschliche Zelllinien wurden für das Dissertationsprojekt verwendet: HeLa,
Jurkat, THP-1 und Hodgkin Zellen. HeLa Zellen stammen von einem menschlichen Zervix-
karzinom. Sie sind adhäsiv wachsende Gewebszellen und wurden deshalb in Zellkultur-
schalen vermehrt. Jurkat, THP-1 und Hodgkin Zellen sind Krebszellen, welche von T-Lym-
phozyten (Jurkat), Monozyten (THP-1) beziehungsweise B-Lymphozyten (Hodgkin) abstam-
men. Da diese drei Zelllinien natürlicherweise nicht Teil eines Zellverbandes sind, sondern
frei im Blut schwimmen, wachsen sie nicht adhäsiv und wurden deshalb in Suspension ver-
mehrt. Monozyten (THP-1 Zellen) sind Vorläuferzellen von Makrophagen und können durch
verschiedene Stimuli wie zum Beispiel PMA dazu veranlasst werden, sich zu Makrophagen-
ähnlichen Zellen zu differenzieren. Da Makrophagen zur Ausführung ihrer Funktion vom Blut
ins Gewebe auswandern müssen, werden diese Zellen im Verlaufe ihrer Differenzierung
adhäsiv. Makrophagen können durch zusätzliche Stimuli, wie zum Beispiel LPS, aktiviert
werden. In Hodgkin Zellen ist NF-κB konstitutiv aktiviert, weshalb sie nicht stimuliert werden
mussten.
6.1.2 Kultivierung der Zellen
Jurkat, Hodgkin und THP-1 Zellen wurden in RPMI 1640 Medium mit Glutamax-I (L-Alanyl-
L-Glutamin) in Zellkulturflaschen kultiviert. Diesem wurden 100 U/ml Penicillin G, 100 µg/ml
Streptomycin und 10 % (v/v) hitzeinaktiviertes fetales Kälber-Serum (FCS) beigegeben.
HeLa Zellen wurden in DMEM-Medium mit 100 U/ml Penicillin G, 100 µg/ml Streptomycin
und 10 % (v/v) hitzeinaktiviertem FCS in Zellkulturschalen kultiviert. Alle Zelllinien wurden in
einer Atmosphäre mit einem CO2-Gehalt von 5 % und einer Temperatur von 37 °C vermehrt.
6.1.3 Zellstimulation
6.1.3.1 HeLa Zellen
HeLa Zellen wurden entweder mit UV-Strahlung (30 mJ/cm2) bestrahlt und anschliessend
nochmals während 2 h bei 37 °C inkubiert oder mit 20 µM Etoposid für 2 h beziehungsweise
4 h stimuliert. Im Anschluss an die Stimulation wurden die Zellen geerntet.
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6.1.3.2 Jurkat Zellen
Jurkat Zellen wurden entweder mit 32 nM PMA für 1 h oder mit 100 nM PMA für 10 min bis
4 h vorbehandelt oder nach einer 4-stündigen Stimulation mit 100 nM PMA zusätzlich mit
5 µg/ml LPS während 1 h inkubiert. Im Anschluss an die Stimulation wurden die Zellen
geerntet.
6.1.3.3 THP-1 Zellen
THP-1 Zellen wurden mit 200 nM PMA während 48 h in Zellkulturschalen inkubiert, um sie zu
Makrophagen-ähnlichen Zellen zu differenzieren. Es wurden Kulturschalen verwendet, da
Makrophagen sich im Verlauf ihrer Differenzierung an die Schalenoberfläche anheften und
später von dieser abgeschabt werden mussten. Je nach Experiment wurden die Makropha-
gen-ähnlichen Zellen im Anschluss an die PMA-Stimulation zusätzlich während 2 h mit
5 µg/ml LPS aktiviert. Im Anschluss an die Stimulation wurden die Zellen geerntet.
6.1.4 Präparation von nukleären und zytoplasmatischen Zellextrakten
Das Ziel bei der Präparation der nukleären und zytoplasmatischen Zellextrakte war es, die
Proteine im Zellkern von denen im Zytoplasma zu trennen. Bei der Durchführung musste
besonders darauf geachtet werden, dass Handschuhe getragen wurden, um Kontaminatio-
nen der Zellextrakte mit Proteinen (v.a. Proteasen und Nukleasen) durch den Experimentator
zu vermeiden. Jurkat Zellen wurden bei einer Dichte von 3.5-4x105 Zellen/ml und die THP-1
Zellen bei 5-6x105 Zellen/ml stimuliert und im Anschluss an die Stimulation sofort geerntet
(siehe unten). Die HeLa Zellen wurden bei einer Konfluenz von mindestens 70 % geerntet.
Die Hodgkin Zellen wurden ohne Stimulation bei einer Dichte von 3.5-4x105 Zellen/ml ge-
erntet.
Um die Zellen zu ernten, wurden jene Zellen, die in Suspension wuchsen (Jurkat T-Lympho-
zyten, Hodgkin B-Lymphozyten, THP-1 Monozyten), in 50 ml Falcon-tubes transferiert. Bei
den HeLa Zellen und den zu Makrophagen-ähnlichen Zellen differenzierten THP-1 Zellen,
welche beide an der Zellkulturschale anhafteten, wurde zuerst das Medium entfernt und
danach 15 ml PBS (pH 7.4) dazugegeben. Die Zellen wurden von den Zellkulturschalen
geschabt und ebenfalls in 50 ml Falcon-tubes transferiert. Alle Zelllinien wurden bei Raum-
temperatur für 3 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 40 ml PBS (pH 7.4)
gewaschen und wiederum bei 1000 rpm für 3 min zentrifugiert. Anschliessend wurde das
Zellpellet in 1 ml Puffer A (10 mM Tris-HCl (pH 7.0), 1.5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 1 mM
PMSF, 5 mM DTT und je 1 µg/ml Pepstatin, Leupeptin und Bestatin) resuspendiert. Die Zel-
len wurden in ein Eppendorf-tube transferiert und bei 4 °C und 2000 rpm für 1 min zentrifu-
giert. Um die Zellen ausreichend zu waschen, wurde dieser Schritt danach noch zweimal
wiederholt. Das Zellpellet wurde anschliessend in einem dreifachen Volumen (bezogen auf
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das Volumen des Pellets) von Puffer A+ resuspendiert (Puffer A mit 0.1 % (v/v) NP-40,
beziehungsweise 0.08 % (v/v) NP-40 für Hodgkin Zellen). Da dieser Puffer im Vergleich zum
Zellplasma hypoton ist, wurde die äussere Zellmembran während diesem Schritt beschädigt.
Unter dem Mikroskop wurde beurteilt, wie weit die Zelllyse fortgeschritten war, indem gleiche
Teile von Zellen und Trypanblau gemischt wurden (je ein Aliquot von 10 µl). Sobald die
Zytoplasmamembran durchlässig geworden war (erkennbar an der Blaufärbung des Zellker-
nes), wurde der Lysisschritt durch Zentrifugation beendet (4 °C, 10‘000 rpm, 5 min). Der
Überstand bildete den zytoplasmatischen Zellextrakt, dessen Salzkonzentration durch Zu-
gabe von 5 M NaCl auf 120 mM erhöht wurde. Das Pellet, in dem sich die Zellkerne befan-
den, wurde einmal mit Puffer A gewaschen und bei 4 °C und 500 rpm während 1 min zentri-
fugiert. Dabei wurde das Pellet intakt gelassen. Anschliessend wurde es in einem dreifachen
Volumen (bezogen auf das Volumen des Pellets) von Puffer C (20 mM Tris-HCl (pH 7.0),
420 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 25 % (v/v) Glycerin, 1 mM PMSF, 5 mM DTT und je 1 µg/ml
Pepstatin, Leupeptin und Bestatin) resuspendiert und während 15 min bei 4 °C inkubiert.
Danach wurde bei 4 °C und 14‘000 rpm für 5 min zentrifugiert. Der Überstand bildete den
nukleären Zellextrakt, dessen Salzkonzentration durch Zugabe von Puffer D (20 mM Tris-HCl
(pH 7.0), 1 mM PMSF, 5 mM DTT und je 1 µg/ml Pepstatin, Leupeptin und Bestatin) auf
120 mM erniedrigt wurde. Die Proteinkonzentrationen der nukleären und zytoplasmatischen
Zellextrakte wurden mittels Bradford Assay gemessen. Anschliessend wurden die Zellex-
trakte aliquotiert, in flüssigem Stickstoff tiefgefroren und bis zum weiteren Gebrauch bei
–80 °C gelagert.
6.1.5 Protease-Test der nukleären Zellextrakte
16 µg nukleärer Zellextrakt wurden während 3 h bei 30 °C inkubiert (entspricht den Inkuba-
tionsbedingungen des Oligo-Pulldown Assays) und anschliessend mittels SDS-PAGE (10 %
Gel) und Western-Blot Analyse (Antikörper gegen p65 und p50) mit der gleichen Menge an
uninkubiertem nukleärem Zellextrakt verglichen. Beurteilt wurde die Abnahme der Signale für
p65 und p50.
6.1.6 Nuklease-Test der nukleären Zellextrakte
16 µg nukleärer Zellextrakt wurden mit 500 ng TLR-2-Sonde während 45 min beziehungs-
weise 90 min bei 37 °C inkubiert. Das Reaktionsgemisch wurde anschliessend auf einem
1 % (w/v) Agarosegel aufgetrennt, welches 0.5 µg/ml Ethidiumbromid enthielt, und unter UV-




Die für die Herstellung der DNS-Sonden und für die Kompetitor-DNS benötigten Plasmide
wurden in Bakterien amplifiziert und aus diesen gereinigt. Folgende Plasmide wurden ampli-
fiziert: Die TLR-2/pGL3- und HIV-LTR/pGL3-Vektoren, deren mutierte Versionen sowie der
leere pGL3-Vektor (siehe auch Kapitel „DNS-Sonden und Kompetitor-DNS“).
6.2.1 Herstellung von kompetenten Zellen
Eine 1 ml Kultur mit LB-Medium (Luria Bertani Medium) ohne Antibiotikum-Zusatz wurde mit
einem Escherichia coli DH5α Stamm beimpft und anschliessend bei 37 °C über Nacht inku-
biert. Die Kultur wurde in eine 100 ml Kultur mit frischem LB-Medium transferiert und wie-
derum bei 37 °C inkubiert. Von dieser Kultur wurde die optische Dichte bei 600 nm Wellen-
länge (OD600) gemessen. Sobald die Kultur einen OD600-Wert zwischen 0.2 und 0.3 erreichte,
wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 4 °C und 4000 rpm während 5 min geerntet. Das
Zellpellet wurde in 50 ml gekühltem, sterilem CaCl2 (50 mM) resuspendiert und während
20 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden wiederum bei 4 °C und 4000 rpm während 5 min
zentrifugiert und das Zellpellet in 4 ml gekühltem, sterilem CaCl2 (50 mM) und 750 µ l
gekühltem, sterilem 87 % (v/v) Glycerin resuspendiert. Die kompetenten Zellen wurden in
200 µl Aliquots aufgeteilt, in flüssigem Stickstoff tiefgefroren und bis zum weiteren Gebrauch
bei –80 °C gelagert.
6.2.2 Transformation
100 ng des Plasmids wurden mit 100 µl kompetenten Zellen eines Escherichia coli DH5α
Stammes für 10 min bei 4 °C inkubiert und danach während genau 1 min bei 42 °C erhitzt.
Nach weiteren 2 min bei 4 °C wurden 800 µl LB-Medium ohne Antibiotikum dazugegeben
und das Gemisch bei 37 °C während 30 min inkubiert. 100 µl dieses Mixes wurden auf LB-
Agar-Platten ausgestrichen, welche 70 µg/ml Ampicillin enthielten. Die Platten wurden über
Nacht bei 37 °C inkubiert.
6.2.3 Plasmid-Minipräparation
5 ml LB-Medium mit Ampicillin (70 µg/ml) wurden mit einer Bakterienkolonie von der Platte
(siehe oben) inokuliert und für 12 h bei 37 °C in einem Schüttelinkubator inkubiert. Die Bakte-
rien wurden in Eppendorf-tubes geerntet, indem sie für 5 min bei 5000 rpm zentrifugiert wur-
den. Das Pellet wurde in 250 µl Puffer P1 (kommerziell erhältlicher Puffer von Qiagen) durch
vorsichtiges Schütteln vollständig resuspendiert. 250 µl Puffer P2 (von Qiagen) wurden
dazugegeben und die Proben für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Während dieser Zeit
wurden sie mehrere Male vorsichtig gekippt. 300 µl gekühlter Puffer P3 (von Qiagen) wurden
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hinzugefügt und die Proben für 10 min bei 4 °C inkubiert. Sie wurden wiederum mehrmals
sorgfältig gekippt. Anschliessend wurden sie bei 4 °C und 14'000 rpm für 10 min zentrifugiert.
Der Überstand wurde vorsichtig in ein neues Eppendorf-tube transferiert und das Pellet ver-
worfen. 560 µl Isopropanol (0.7-faches Volumen des Überstandes) wurden dazugegeben um
die Plasmid-DNS zu präzipitieren und die Proben für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Wiederum wurden die Eppendorf-tubes während dieser Inkubation wiederholt gekippt.
Danach wurden die Proben zentrifugiert (4 °C, 14‘000 rpm, 10 min) und der Überstand weg-
geschüttet. Das Pellet, in welchem sich nun die Plasmid-DNS befand, wurde mit 800 µl 70 %
(v/v) Äthanol (gekühlt) für 5 min gewaschen (Inkubation auf Eis). Nach Zentrifugation (4 °C,
14‘000 rpm, 10 min) wurde der Überstand wiederum weggeschüttet und das Pellet getrock-
net. Das trockene Pellet wurde in 50 µl Aqua bidest. resuspendiert und die Plamid-DNS bis
zum weiteren Gebrauch bei –20 °C gelagert.
6.3 DNS-Sonden und Kompetitor-DNS
Zur Isolierung von Enhanceosomen aus nukleären Zellextrakten wurden drei Sets von DNS-
Sonden verwendet: Eine synthetisch hergestellte κB-Konsensus-Sequenz (45 bp) und Aus-
schnitte der natürlich vorkommenden Sequenzen des Toll-like Rezeptor 2 (TLR-2) von der
Maus und des long terminal repeat des menschlichen Immundefizienz-Virus Typ 1 (HIV-
LTR). Jedes Set bestand je aus der ursprünglichen Form und aus verschiedenen mutierten
Sequenzen, bei welchen die Bindungsstellen für die Transkriptionsfaktoren NF-κB bezie-
hungsweise Sp1 mutiert waren. Mit den synthetischen Oligonukleotiden wurden zusätzlich zu
den κB- beziehungsweise ∆κB-Konsensus-Sonden auch κB- beziehungsweise ∆κB-Kompe-
titor-DNS hergestellt. Diese Kompetitor-DNS zeichnete sich dadurch aus, dass sie nicht bio-
tinyliert war, ansonsten aber eine identische Sequenz wie die entsprechende Konsensus-
Sonde aufwies.
6.3.1 Die κB-Konsensus-Sonden und die κB-Kompetitor-DNS
Es wurde eine kurze synthetische κB-Konsensus-Sonde mit einer Länge von 45 bp entwor-
fen, welche zwei NF-κB-Bindungssequenzen enthielt. Davon ausgehend wurde eine ∆κB-
Doppelmutante konzipiert. Jede Sonde bestand aus zwei komplementären Oligonukleotiden,
welche bei der Firma Microsynth bestellt wurden (siehe Tabelle 4).
Die sense-Oligonukleotide wurden sowohl als 5‘-biotinylierte, als auch als unbiotinylierte Se-
quenzen bestellt. Die Oligonukleotide κB-Konsensus-sB und κB-Konsensus-s wurden je mit
κB-Konsensus-as zur biotinylierten κB-Konsensus-Sonde beziehungsweise zur κB-Kompe-
titor-DNS hybridisiert. Analog dazu wurden die Oligonukleotide ∆κB-dm-sB und ∆κB-dm-s je
mit ∆κB-dm-as zur biotinylierten ∆κB-Konsensus-Sonde beziehungsweise zur ∆κB-Kompe-
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titor-DNS hybridisiert (siehe Kapitel „Annealen der κB-/∆κB-Konsensus-Sonden und κB/∆κB-
Kompetitor-DNS“). Da die sense-Oligonukleotide auf der 5‘-Seite zwei Basen länger waren,
als die antisense, entstand beim Annealen eine doppelsträngige DNS-Sequenz, welche auf
der Seite, auf welcher das Biotin lokalisiert war, zwei einzelsträngige überstehende Basen
aufwies.
Tabelle 4 Die κB-Konsensus-Sequenzen im Überblick
Name Länge (bp) Sequenz
κB-Konsensus-sB 45 5‘-Biotin- GTC GAC TCG AGC TCG GGA CTT TCC AGC
TGG GAC TTT CCT GCA TGC-3‘
κB-Konsensus-s 45 5‘- GTC GAC TCG AGC TCG GGA CTT TCC AGC
TGG GAC TTT CCT GCA TGC-3‘
κB-dm-sB 45 5‘-Biotin- GTC GAC TCG AGC TCG CTA TTA GAC AGC
TGC TAT TAG ACT GCA TGC-3‘
κB-dm-s 45 5‘- GTC GAC TCG AGC TCG CTA TTA GAC AGC
TGC TAT TAG ACT GCA TGC-3‘
κB-Konsensus-as 43 5‘- GCA TGC AGG AAA GTC CCA GCT GGA AAG
TCC CGA GCT CGA GTC G-3‘
κB-dm-as 43 5‘- GCA TGC AGT CTA ATA GCA GCT GTC TAA
TAG CGA GCT CGA GTC G-3‘
s = sense; as = antisense; dm = Doppelmutante; B = biotinyliert; bp = Längenangabe in Basenpaaren;
hellgrau markiert: NF-κB-Bindungssequenzen; dunkelgrau markiert: mutierte Basen
6.3.2 Die TLR-2-Sonde
Ein Ausschnitt des Toll-like Rezeptor 2 (TLR-2) Promotors der Maus wurde ebenfalls als
DNS-Sonde verwendet (Basenpaare –294 bis +32 vom Transkriptionsstartpunkt des Gens
für TLR-2 gerechnet) (Figur 18). Zusätzlich wurden zwei mutierte Promotorausschnitte
eingesetzt, in denen entweder die zwei NF-κB- oder die zwei Sp1-Bindungssequenzen
mehrere Punktmutationen aufwiesen (Tabelle 5). Diese TLR-2-Promotorausschnitte, kloniert
in pGL3-Vektoren, waren ein Geschenk von P. Hassa (dieses Institut).
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Figur 18 Sequenz des TLR-2-Promotorausschnittes (-294 bis +32)
5‘- ACTCAGCCAA AAGGCGAGCT GGGAGGCAGC TTTCTCTTTA GGACACCTGG
GGAATTCCCA CACGGAGCCT CTGGACTTTC AGTTCTGTTT TGCCTGCCCT
GTGGCTCCTG CCAGCTCTGA TGCCAGGCTC CGTTCCCCTT GCAGACCCCT
GTGGGCGGCG CTTGCCGCAC CGGGGGCGGT GCTGGCGACC CGGGAAGTTC
GGGGCCCTGA CCTGGGGACA TCCCCTTCCC TCACTTCCAG GTCTTCAGTC
TTCCTAGGCT GGTGCCCAGA TGGCTAGTGG GCACGGGGAG CGGCGGCTGG
AGGACTCCTA GGTAGGTGGA TCGGTC -3‘
Sequenz des TLR-2-Promotorausschnittes der Maus, welcher als DNS-Sonde verwendet wurde. Die
Bindungssequenzen für die Transkriptionsfaktoren NF-κB und Sp1 sind grau markiert. Der geknickte
Pfeil signalisiert den Startpunkt der Transkription.
Tabelle 5 Die Bindungssequenzen für NF-κB und Sp1 und deren Mutationen in der
TLR-2-Sonde
κB-TLR-2-Sonde ∆κB-TLR-2-Sonde ∆Sp1-TLR-2-Sonde
NF-κB #2 GGGGAATTCC GGGTAAGTCA GGGGAATTCC
Sp1 #2 TGTGGGCGGCGCT TGTGGGCGGCGCT TGTGGTCAGTGCT
Sp1 #1 CGGGGGCGGTGCT CGGGGGCGGTGCT CGGTTGAGGTGCT
NF-κB #1 GGGACATCCCCT TGGCCATACCCT GGGACATCCCCT
6.3.3 Die HIV-LTR-Sonde
Als dritte DNS-Sonde wurde ein 714 bp langer Ausschnitt aus dem long terminal repeat des
menschlichen Immundefizienz-Virus Typ 1 benutzt (HIV-LTR). Auch von dieser Sonde wurde
eine mutierte Version eingesetzt, bei der beide NF-κB-Bindungssequenzen mehrere
Punktmutationen aufwiesen (Tabelle 6). Diese DNS-Sequenzen waren in pGL3-Vektoren
kloniert und waren ein Geschenk von P. Hassa (dieses Institut).
Tabelle 6 Die NF-κB-Bindungssequenzen und deren Mutationen in der HIV-LTR-Sonde
Sonde NF-κB-Bindungssequenzen
κB-HIV-LTR (-108) 5‘- CAAGGGACTT TCCGCTGGGG ACTTTCCAGG GAG -3‘ (-76)
∆κB-HIV-LTR (-108) 5‘- CAATCTACTT TCCGCTGTCT ACTTTCCAGG GAG -3‘ (-76)
Die Sequenzen der NF-κB-Bindungsstellen im HIV-LTR sind grau unterlegt. Die Mutationen in der
∆κB-HIV-LTR-Sonde sind dunkelgrau markiert. In Klammern ist die Entfernung bis zum Startpunkt der
Transkription angegeben.
NF-κB #2




6.3.4 Annealen der κB-/∆κB-Konsensus-Sonden und κB-/∆κB-Kompetitor-DNS
Das Annealen der komplementären Oligonukleotide wurde in einem Reaktionsvolumen von
50 µl durchgeführt. Das Reaktionsgemisch enthielt je 25 µg der beiden komplementären
Oligonukleotide in TE-Puffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA), welcher zusätzlich
500 mM NaCl enthielt. Dabei wurden die Proben für 5 min auf 95 °C erhitzt und anschlies-
send langsam über mehrere Stunden auf 4 °C abgekühlt und bis zum weiteren Gebrauch bei
–20 °C gelagert. Die Endkonzentration der doppelsträngigen DNS betrug 1 µg/µl.
6.3.5 Linearisierung des leeren pGL3-Vektors
Der linearisierte pGL3-Vektor (4818 bp) diente beim Oligo-Pulldown Assay als unspezifische
Kompetitor-DNS. Der leere pGL3-Vektor wurde wie im Kapitel „Bakterienkultur“ amplifiziert
und mit dem Restriktionsenzym Hind III verdaut. Da im ganzen Vektor nur eine Schnittstelle
für dieses Enzym vorkommt, wurde er dadurch linearisiert. 20 µg pGL3-Vektor wurden in
100 µl des kommerziell erhältlichen Puffers NEB2 (von New England Biology) (10 mM Tris-
HCl (pH 7.9), 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT) mit 44 U Hind III über Nacht bei 37 °C
inkubiert. Die Konzentration an linearisierter pGL3-DNS betrug 200 ng/µl.
6.3.6 PCR-Amplifikation
Mit der PCR (Polymerase-Kettenreaktion) wurden die TLR-2- und die HIV-LTR-Sonden am-
plifiziert. Zusätzlich diente leerer pGL3-Vektor als Grundlage für eine Negativkontroll-DNS-
Sonde (pGL3-Sonde) und für eine unspezifische Kompetitor-DNS (pGL3-Kompetitor-DNS),
welche sich nur darin voneinander unterschieden, dass erstere biotinyliert war und letztere
nicht. Die pGL3-Sonde diente bei den Oligo-Pulldown Assays als Negativkontrolle, da sie in
etwa die gleiche Länge besass wie die TLR-2-Sonden (Tabelle 7 B), aber keine Bindungs-
stellen für Transkriptionsfaktoren besass.
Für die PCR wurden ausschliesslich Vektorprimer (P1-4) für den pGL3-Vektor verwendet
(Tabelle 7 A). Dadurch konnten immer die gleichen vier Primer verwendet werden, unabhän-
gig davon welche Promotorsequenz amplifiziert werden sollte. Da Biotin an den Primer P2
gebunden war, wurden die mit diesem Primer produzierten DNS-Sonden gleichzeitig biotiny-
liert. Für die pGL3-Sonde und die pGL3-Kompetitor-DNS wurde P4 als 3‘-Primer gewählt,
weil dieser kombiniert mit Primer P1 beziehungsweise P2 ein Produkt lieferte, dessen Länge
ungefähr der Länge der LTR-2 Sonde entsprach (Tabelle 7 B). Primer P1, der im Gegensatz
zu Primer P2 nicht biotinyliert war, wurde nur für die pGL3-Kompetitor-DNS verwendet. Alle
anderen PCR-Produkte waren biotinyliert. Die PCR-Produkte für DNS-Sonden wurden mit
QIAquick PCR Purification Kit gereinigt. Da von der pGL3-Kompetitor-DNS grosse Mengen
benötigt wurden, wurde diese nach der PCR-Amplifikation nicht gereinigt. Eine Übersicht
über die eingesetzten Primer und Templates geben die Tabellen 7 A und 7 B sowie Figur 19.
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Tabelle 7 A Sequenzen der für die PCR gebrauchten Primer Figur 19 PCR-Primer
Primer Länge Sequenz
P1 20-mer   5‘-CTA GCA AAA TAG GCT GTC CC-3‘
P2 21-mer 5‘-Biotin-CTA GCA AAA TAG GCT GTC CCC-3‘
P3 23-mer   5‘-CTT TAT GTT TTT GGC GTC TTC CA-3‘
P4 21-mer   5‘-AGA GAG TTT TCA CTG CAT ACG-3‘
Tabelle 7 B Übersicht über die eingesetzten Templates
Template Primer Produkt biotinyliert Produktgrösse (bp)
κB-TLR-2-pGL3 P2, P3 κB-TLR-2-Sonde + 475
∆κB-TLR-2-pGL3 P2, P3 ∆κB-TLR-2-Sonde + 475
∆Sp-1-TLR-2-pGL3 P2, P3 ∆Sp-1-TLR-2-Sonde + 475
leerer pGL3 P2, P4 pGL3-Sonde + 402
leerer pGL3 P1, P4 pGL3-Kompetitor - 402
κB-HIV-pGL3 P2, P3 κB-HIV-LTR-Sonde + 866
∆κB-HIV-pGL3 P2, P3 ∆κB-HIV-LTR-Sonde + 866
Das Reaktionsvolumen für die PCR betrug jeweils 50 µl. Darin waren enthalten: 40 ng Plas-
mid-Template, je 25 pmol von beiden Primern, 3 U Pfu-Polymerase und je 25 nmol dATP,
dCTP, dGTP und dTTP. Der für die PCR verwendete Reaktionspuffer stammte von Promega
und enthielt in seiner Endkonzentration 20 mM Tris-HCl (pH 8.8), 10 mM KCl, 10 mM
(NH4)2SO4, 2 mM MgSO4, 0.1 % TritonX-100 und 0.1 mg/ml Nuklease-freies BSA. Die Zy-
klen, welche für die PCR verwendet wurden, sind in Figur 20 dargestellt. Die Annealing-
Temperatur, welche von den eingesetzten Primern abhängig ist, konnte für alle Reaktionen
gleich gewählt werden, da die vier verwendeten Primer eine ähnliche Schmelztemperatur
besassen. Die Elongationszeit hängt hingegen primär von der Länge des Produktes ab, und
musste deshalb bei den HIV-LTR-Sonden doppelt so lange gewählt werden wie bei den
anderen Produkten.
Figur 20 PCR-Reaktion
Darstellung der PCR-Zyklen, welche für alle Templates weitgehend identisch waren. Einzig






























6.4 Der Oligo-Pulldown Assay
6.4.1 Der Oligo-Pulldown Assay zur Isolierung von NF-κB-abhängigen
Enhanceosomen
Da der Oligo-Pulldown Assay während diesem Dissertationsprojekt optimiert wurde, wurden
die Reaktionsbedingungen und -mengen laufend verändert. Die folgenden Angaben bezie-
hen sich auf die optimierten Bedingungen. Wenn im Kapitel „Resultate“ nichts anderes ver-
merkt ist, wurden diese Konditionen verwendet. Das Gesamtvolumen des Oligo-Pulldown
Assays betrug 1 ml für die TLR-2- und die HIV-LTR-Sonden beziehungsweise 200 µl für die
κB-Konsensus-Sonde. Das Reaktionsgemisch enthielt 80 µg nukleären Zellextrakt und 60 µg
magnetische Beads in Bindungspuffer (siehe unten). Dieser Reaktionsansatz wurde mit
100 ng κB-Konsensus-Sonde, 800 ng TLR-2-Sonde oder 1.6 µg HIV-LTR-Sonde inkubiert.
Als unspezifische Kompetitor-DNS wurden zusätzlich 30 µg pGL3-Kompetitor beziehungs-
weise 1 µg poly-dA/oligo-dT dazugegeben. Bei einigen Versuchen mit der κB-Konsensus-
Sonde wurden zusätzlich 1 µg κB- beziehungsweise ∆κB-Kompetitor-DNS dem Reaktions-
gemisch beigegeben. Die Beads wurden vor dem Gebrauch in Beadspuffer (siehe unten)
äquilibriert.
Die Versuchsansätze wurden in einem 1.5 ml-Eppendorf-tube während 3 h bei 30 °C (TLR-2-
und HIV-LTR-Sonden) respektive während 2 h bei 4 °C (κB-Konsensus-Sonde) inkubiert.
Dabei wurden die Proben durch Rotation kontinuierlich gemischt. Anschliessend wurden die
Beads dreimal während je 5 min mit 1 ml Waschpuffer (siehe unten) gewaschen, in 25 µl
Ladepuffer resuspendiert und für 5 min bei 100 °C erhitzt. Die an die DNS gebundenen Pro-
teine wurden dabei denaturiert und lösten sich von der DNS. Nach der Zentrifugation der
Proben (10‘000 rpm, 30 s) wurden die Proteine mittels SDS-PAGE (10 % Gel) ihrer Grösse
nach aufgetrennt.
6.4.2 Der Oligo-Pulldown Assay zur Untersuchung der Interaktion von NF-κB
und IκBα an der NF-κB-Bindungssequenz
Der Versuchsablauf entsprach weitgehend dem Oligo-Pulldown Assay, bei welchem die
Konsensus-Sonden eingesetzt wurden (siehe oben). Da aber neben der κB-Konsensus-
Sonde (100 ng) auch die viel längere κB-HIV-LTR-Sonde (2 µg) verwendet wurde, mussten
die Bindungsdauer und -temperatur modifiziert werden: Die Versuchsansätze wurden wäh-
rend 15 h bei 4 °C inkubiert. Als Kompetitor-DNS wurde 1 µg poly-dA/oligo-dT eingesetzt.
Folgende drei Versuchsreihen wurden entworfen: Bei der ersten Versuchsreihe (sim) wurden
20 µg GST-IκBα (61 kDa) beziehungsweise 50 µg GST-PARP-1 (138 kDa) vor der 15-stün-
digen Inkubation zur Bindungsreaktion gegeben. Nach dem Binden wurden die Versuchs-
ansätze dreimal mit 1 ml Waschpuffer (siehe unten) während je 5 min gewaschen. Bei der
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zweiten Versuchsreihe (post nZE-) wurden während der Bindungsdauer keine zusätzlichen
Proteine zugegeben. Nach dem Binden wurde der Überstand entfernt, und die Beads drei-
mal mit 1 ml Waschpuffer während je 5 min gewaschen. Anschliessend wurden die Beads
mit 20 µg GST-IκBα beziehungsweise 50 µg GST-PARP-1 in 200 µl Waschpuffer für 1 h
inkubiert und schliesslich wiederum dreimal mit 1 ml Waschpuffer gewaschen. Bei der dritten
Versuchsreihe (post nZE+) wurden 20 µg GST-IκBα beziehungsweise 50 µg GST-PARP-1
nach der 15-stündigen Inkubation direkt der Bindungsreaktion zugegeben und die Versuchs-
ansätze nochmals während 1 h inkubiert. Anschliessend wurden die Beads dreimal während
je 5 min mit 1 ml Waschpuffer gewaschen. Bei allen Versuchsansätzen wurden die Beads
zum Schluss in 25 µl Ladepuffer resuspendiert und für 5 min bei 100 °C erhitzt. Nach der
Zentrifugation der Proben (10‘000 rpm, 30 s) wurden die isolierten Proteine mittels SDS-
PAGE (10 % Gel) ihrer Grösse nach aufgetrennt.
6.4.3 Puffer für den Oligo-Pulldown Assay
Bindungspuffer: 20 mM Tris-HCl (pH 7.0, beziehungsweise pH 8.0 bei der κB-Konsensus-
Sonde), 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM DTT, 0.05 % (v/v) NP-40, 150 mM NaCl bezie-
hungsweise 110 mM bei der κB-Konsensus-Sonde (dabei wurde auch der NaCl-Gehalt
des nukleären Zellextraktes von 120 mM berücksichtigt), 5 % (v/v) Glycerin (bei Versu-
chen mit der κB-Konsensus-Sonde enthielt der Puffer kein Glycerin) und je 1 µg/ml
Pepstatin, Leupeptin und Bestatin
Beadspuffer: 20 mM Tris-HCl (pH 7.0, beziehungsweise pH 8.0 bei der κB-Konsensus-
Sonde), 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM DTT, 0.05 % (v/v) NP-40
Waschpuffer: 20 mM Tris-HCl (pH 7.0 beziehungsweise pH 8.0 bei der κB-Konsensus-
Sonde), 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM DTT, 0.05 % (v/v) NP-40, 190 mM NaCl bezie-
hungsweise 110 mM bei der κB-Konsensus-Sonde und je 1 µg/ml Pepstatin, Leupeptin
und Bestatin
Ladepuffer: (60 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2 % (w/v) SDS, 2 % (v/v) Glycerin, 0.005 % (w/v)
Bromphenol-Blau, 2 % (v/v) Merkaptoäthanol, 2.5 mM DTT
6.5 SDS-PAGE
Für die eindimensionale Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
wurden 7.5 %, 10 % und 12 %-Gele verwendet. Für die meisten Experimente wurden Gele
von 8 cm Breite, 6 cm Länge und 1 mm Dicke benutzt. Falls die Proteinbanden mittels Mas-
senspektrometrie analysiert werden sollten, wurden grosse Gele von 16 cm Breite, 17 cm
Länge und 1.5 mm Dicke verwendet.
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6.6 Western-Blot Analyse
Durch Elektroblotting wurden die Proteine vom SDS-Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellu-
lose-Membran transferiert. Diese wurde danach mit 5 % (w/v) in TBST gelöstem Milchpulver
geblockt. Es wurden die folgenden Antikörper verwendet: Kaninchen anti-p65-Antikörper
(polyklonal), Kaninchen anti-p50-Antikörper (polyklonal), Kaninchen anti-pol II-Antikörper
(polyklonal), Maus anti-PARP-1-Antikörper (monoklonal). Die Antikörper wurden 1:500 in
TBST mit 2.5 % (w/v) Milchpulver verdünnt. Der sekundäre Antikörper war Peroxidase-kon-
jugiert und wurde 1:10‘000 (Esel anti-Kaninchen) beziehungsweise 1:5000 (Schaf anti-Maus)
in TBST verdünnt. Die Membranen wurden mit den ECL-Lösungen (Enhanced Chemilumi-
nescence) behandelt. Um die Signale der Proteinbanden zu detektieren, wurde mit den
Membranen ein Röntgenfilm belichtet.
6.7 Silberfärbung der SDS-Polyacrylamidgele
Nach der Elektrophorese wurde das SDS-Polyacrylamidgel für 30 min bei Raumtemperatur
(oder über Nacht bei 4 °C) in eine Fixierlösung eingelegt (50 % (v/v) Äthanol, 10 % (v/v)
Essigsäure in Aqua bidest). Anschliessend wurde es 15 min lang in 30 % (v/v) Äthanol bei
Raumtemperatur inkubiert. Vor dem nächsten Schritt wurde das Gel dreimal für je 5 min mit
Aqua bidest. gewaschen. Danach wurde es mit einer 0.02 % (w/v) Natriumthiosulfat-
Pentahydrat-Lösung (Na2S2O3·5H2O) während 1.5 min sensitiviert. Diese Lösung wurde
jedesmal frisch zubereitet und eine kleine Menge davon für die Entwickler-Lösung aufbe-
wahrt. Das Gel wurde anschliessend dreimal für je 30 s mit Aqua bidest. gewaschen und
während 25 min bei 4 °C mit einer 0.2 % (w/v) Silbernitrat-Lösung gefärbt. Um überschüssi-
ges Silbernitrat zu entfernen, wurde das gefärbte Gel zweimal für je 30 s mit Aqua bidest. bei
Raumtemperatur gewaschen. Daraufhin wurde das Gel in einer Lösung entwickelt, welche
6 % (w/v) Natriumkarbonat, 0.05 % (v/v) Formaldehyd und 2 % (v/v) der zuvor benutzten
Natriumthiosulfat-Pentahydrat-Lösung enthielt. Sobald eine genügende Visualisierung der
Proteinbanden erreicht war, wurde die Entwicklung mit 6 % (v/v) Essigsäure während 10 min




Mit der Massenspektrometrie kann die Aminosäurensequenz von Proteinen analysiert wer-
den. Bei der Vorbereitung von Proteinproben, welche mit Massenspektrometrie analysiert
werden sollten, musste deshalb jede Kontamination mit Proteinen aus der Umgebung und
durch den Experimentator (v.a. Keratin) vermieden werden. Aus diesem Grunde mussten bei
allen Versuchsschritten unbedingt Handschuhe getragen werden. Alle Instrumente und
Apparaturen, die mit dem Gel direkt in Berührung kamen, im Besonderen die Gelapparatur
selbst, wurden vor dem Gebrauch gründlich mit frischem Aqua bidest. gespült. Für die Zube-
reitung der SDS-Polyacrylamidgele wurden frisches Acrylamid und HPLC-Wasser verwen-
det. Zur Herstellung des Elektrophorese-Laufpuffers und der Lösungen für die Silberfärbung
des Gels wurde ausschliesslich frisches Aqua bidest. eingesetzt. Für die Massenspektro-
metrieanalyse wurden Proteinbanden von maximal 1.5 mm Länge mit einer sterilen Skalpell-
klinge aus dem SDS-Polyacrylamidgel ausgeschnitten. Die Klinge wurde nach jedem Schnitt
gründlich mit frischem Aqua bidest. gespült. Nach dem Ausschneiden wurden die Gelstücke
bei –80 °C gelagert und auf Trockeneis verschickt. Die Massenspektrometrieanalysen wur-
den teilweise von Dr. M. Quadroni am Institut de Biochimie der Universität Lausanne und
teilweise von R. Imhof am Functional Genomics Center Zürich durchgeführt. Einen Überblick













































Bacto Agar Becton, Dickinson and Company
dATP, dCTP, dGTP, dTTP Amersham
E. coli DH5α Invitrogen
Hind III New England Biology














QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
TLR-2/pGL3 P. Hassa (dieses Institut)





GST-IκBα an diesem Institut hergestellt und gereinigt
GST-PARP-1 an diesem Institut hergestellt und gereinigt
Kaninchen anti-p50-Antikörper (polyklonal) Santa Cruz
Kaninchen anti-p65-Antikörper (polyklonal) Santa Cruz
Kaninchen anti-pol II-Antikörper (polyklonal) Santa Cruz






Heizblock Techne Dri-block DB-2D
Inkubator (30 °C) Bachofer, MINI-Hybi (9520091)






Power Supply Model 200 / 2.0 BioRad
Röntgenfilm (Super RX-Film) Fuji
Röntgenfilm-Prozessor (FPM 100A) Fuji
Röntgenfim-Kassette Okamato
Shaker / roller shaker Heidolph / Greiner
UV-Licht Spektrometer Shimadzu
UV-Stratalinker 1800 Stratagene
Vortex Genie Bender & Hobein AG
Waagen Mettler
Wasserbad (37 °C) GFL
Western-Blot Apparaturen Bio-Rad
White/UV transilluminator UVP
Zentrifuge Rotanta 460 (Zellkultur) Hettich
Zentrifuge Rotanta P (Bakterienkultur) Hettich
Zentrifugen für Eppendorf-tubes Eppendorf 5417R, 5417C (Rotor F 45-30-11)
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Hind III ..................................Restriktionsenzym vom Bakterium Haemophilus influenzae
HIV-1 ....................................menschliches Immundefizienz-Virus Typ 1
HPLC....................................high performance liquid chromatographie







LB-Medium ...........................Luria Bertani Medium
LPS ......................................Lipopolysaccharid
LTR ......................................long terminal repeat
M..........................................Proteinmarker




MIP-1α .................................Macrophagen inflammatorisches Protein 1 alpha
NES......................................nukleäre Exportsequenz










Pfu-Polymerase ....................DNS-Polymerase vom Bakterium Pyrokokkus furiosus
PMA .....................................Phorbol 12-Myristat 13-Acetat
PMSF ...................................Phenylmethylsulfonylfluorid






TBST ....................................Tris-gepufferte Salzlösung mit Tween 20
TLR-2 ...................................Toll-like Rezeptor 2
TNF ......................................Tumor Nekrose Faktor
Tris .......................................Tris-(hydroxylmethyl)-aminomethan
U ..........................................Units (Einheit für die Messung der Enzymaktivität)
UV-Strahlung ........................Ultraviolett-Strahlung
VCAM-1................................vaskuläres Zell-Adhäsionsmolekül 1
VEGF ...................................vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor
v/v ........................................prozentuale Konzentrationsangabe in ml pro 100 ml Flüssigkeit
w/v........................................prozentuale Konzentrationsangabe in g pro 100 ml Flüssigkeit
Masseinheiten
Stoffmenge Konzentration Gewicht Volumen
1 Mol (6.02 x 1023) M Molar g Gramm L Liter
10-3 milli- mmol mM mg ml
10-6 mikro- µmol µM µg µl
10-9 nano- nmol nM ng nl
10-12 pico- pmol pM pg pl
Länge Energie
1 m Meter J Joule
10-1 dezi- dm
10-2 zenti- cm
10-3 milli- mm mJ
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